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Los rotavirus causan gastroenteritis aguda con gran impacto en la morbilidad y mortalidad 
de la población infantil. La estrategia terapéutica a nivel mundial utilizada hasta el momento 
es la vacunación, pero no asegura que los síntomas desaparezcan completamente. Por tal 
razón, en el Laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Universidad Nacional de 
Colombia se investiga sobre las interacciones del rotavirus y la célula huésped, evaluando 
con fármacos la modulación de moléculas celulares como ROS, NF-kB, PPARγ y COX-2 
entre otras, como promisorio mecanismo de mitigación de la infección. Por consiguiente, en 
este trabajo se evaluó la infección por rotavirus (ECwt) en vellosidades intestinales aisladas 
de ratón ICR tratadas con inhibidores específicos de NF-kB como curcumina, dietil-
carbamato y dietil-maleato, analizando la variación en la expresión de está y la infección 
por técnicas de ELISA, inmunofluorescencia y Western Blotting. Se encontró que la 
expresión de la proteína NF-kB medida en intensidad media de fluorescencia y los 
antígenos virales, incrementaban con la infección, pero al tratar con los inhibidores la 
expresión de la proteína disminuye al igual que los porcentajes de absorbancia del antígeno 
viral. Las vellosidades aisladas de ratón ICR al ser inoculadas in vitro con el rotavirus ECwt, 
incrementan la expresión de la proteína NF-kB y de proteínas relacionadas en las vías pro-
inflamatorias, tales como PPARγ y COX-2 además de los niveles de ROS. Por otro lado, el 
uso de inhibidores de NF-kB tales como curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato 
disminuyen la expresión de estas proteínas, como también los niveles de ROS y reduce la 
producción de antígenos virales. 
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Rotaviruses cause acute gastroenteritis with great impact on the morbidity and mortality of 
children. The worldwide therapeutic strategy used so far is vaccination, but it does not 
ensure that the symptoms disappear completely. For such a motive in the Laboratory of 
Molecular Biology of Virus of the National University of Colombia is investigating between 
interactions of the rotavirus and the host cell, evaluating the modulation of cellular molecules 
with reagents such as ROS, NF-kB, PPARγ and COX-2 among others, as a promising 
mechanism to mitigate the infection. Therefore, the aim of this work was evaluate rotavirus 
(ECwt) infection on in vitro model system consisting of intestinal villi isolated from ICR adult 
mice, infected with ECwt and treated with specific NF-kB inhibitors such as curcumin, 
Diethyldithiocarbamate and diethyl maleate, analyzing the variation in NF-kB expression and 
rotavirus infection by ELISA, immunofluorescence and Western Blotting techniques. We 
found that NF-kB protein expression measured in mean fluorescence intensity and viral 
antigens to increase with infection, but when intestinal villi isolated - infected with rotavirus 
were treated with inhibitors, the protein expression decreases as did the percentages of viral 
antigen absorbance. The isolated villi of mouse ICR when inoculated in vitro with the ECwt 
rotavirus, increase the expression of NF-kB protein and related proteins in pro-inflammatory 
pathways, such as PPARγ and COX-2 in addition increase to ROS levels. In addition, the 
use of NF-kB inhibitors such as curcumin, diethyl-carbamate and diethyl-maleate decrease 
the expression of these proteins, as well as ROS levels and reduce viral antigen production. 
On the other hand, the use of NF-kB inhibitors such as curcumin, diethyl carbamate and 
diethyl maleate decrease the expression of these proteins, as well as ROS levels and reduce 
the production of viral antigens. 
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La infección con rotavirus es la causa más común de diarrea severa en niños menores de 
cinco años, teniendo un gran impacto en la morbilidad y mortalidad de la población infantil; 
ocasionando 111 millones de episodios, alrededor 25 millones de consultas, 2 millones de 
hospitalizaciones y ~215.000 muertes anuales [1, 2], con mayor predominancia en países 
en vía de desarrollo [3].  
La estrategia terapéutica utilizada hasta el momento para prevenir la incidencia de la diarrea 
deshidratante causada por la infección con rotavirus es la vacunación. Actualmente existen 
dos vacunas disponibles para prevenir esta patología, Rotarix ™ (GlaxoSmithKline 
Biologicals, Rixensart, Belgiumy) y RotaTeq ™ (Merck & Co. Inc., West Point, PA, USA), 
las cuales disminuyen la intensidad de los síntomas pero no evitan que se presenten, ya 
que el porcentaje de eficiencia en la disminución de la infección después de la vacunación 
es ~65% y no es accesible a toda la población [4]. En países latinoamericanos un 35% de 
los niños presentan episodios de diarrea a pesar de haber recibido la vacuna, donde 
algunos casos con diarrea severa requirieron hospitalización, convirtiéndose en un 
problema social con elevados costos adicionales [5, 6]. Por tal motivo, es necesaria la 
creación de nuevas estrategias que contribuyan a disminuir la infección. A través de la 
comprensión de muchos aspectos biológicos, bioquímicos y moleculares del rotavirus, se 
permitirá el desarrollo de alternativas de prevención y el control de la infección viral. 
En el laboratorio Biología Molecular de virus de la Universidad Nacional, se han adelantado 
estudios que pretenden esclarecer sobre la biología del virus, investigando las interacciones 
entre el rotavirus y la célula huésped, las vías de señalización que se activan o inhiben y 
que favorecen la replicación e infección viral a fin de obtener alternativas en el tratamiento 
del proceso infeccioso. Dentro de los trabajos realizados en el laboratorio , se ha 
determinado que al modular la reacción de óxido-reducción (redox) en la célula, con 
fármacos como N-acetilcisteína (NAC), ácido ascórbico, Ditiotreitol (DTT), Bacitracin o 
Reactivo de Ellman 5’,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), interfieren con la infección de 
rotavirus [5, 6]. Igualmente, al aplicar fármacos como AINES (antiinflamatorios no 





vellosidades aisladas de intestino de ratón e in vivo en ratones infectados con rotavirus 
silvestre ECwt [6-9]. 
Todas estos compuestos y fármacos tienen en común que pueden también modular la vía 
de NF-kB [7]. Se ha reportado en diversos estudios, como una vía que utilizan diversos 
virus patógenos en humanos durante la infección de la célula huésped activando la 
maquinaria de síntesis proteica a su favor para construir sus propios componentes y nuevas 
partículas virales [10]. NF-kB es un factor de transcripción inducible que controla la 
expresión de genes relacionados con la  respuesta al estrés; participa también en la mayoría 
de los aspectos fisiológicos celulares desde la inmunidad e inflamación hasta la apoptosis, 
supervivencia de las células, crecimiento y proliferación [11]. 
Actualmente en el laboratorio de Biología Molecular de virus de la Universidad Nacional y 
acorde con el enfoque en la búsqueda de esclarecer los mecanismos involucrados en la 
infección viral y contribuir en nuevas alternativas de prevención y el control de la infección 
viral, se trabaja en determinar los mecanismos por medio de los cuales los diferentes 
fármacos interfieren con el proceso infeccioso. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue 
evaluar en un modelo in vitro como se afecta el proceso de infección con rotavirus en 
vellosidades intestinales aisladas de ratón ICR al inhibir NF-kB con curcumina, dietil-











El laboratorio Biología Molecular de virus de la Universidad Nacional ha reportado que al 
interferir el intercambio de grupos tiol-disulfuro en la membrana celular, utilizando reactivo 
de Ellman (DTNB) y bacitracina, se bloquea la infección por rotavirus [5]. Igualmente, se 
conocen fármacos que contienen grupos sulfhidrilo, lo cual ha permitido plantear la hipótesis 
que ellos podrían atenuar o alterar el proceso infeccioso del rotavirus. Uno de estos 
fármacos es la N-acetilcisteina (NAC) [12], que tiene un grupo sulfhidrilo (tiol) en su 
estructura y según se reporta inhibe la replicación del HIV, cuya actividad es inducida por 
el factor de transcripción NF-kB después de la estimulación con TNF-  [13]. En estudios 
previos, en el grupo de investigación, se ha reportado el efecto de fármacos de uso 
comercial sobre la infección por rotavirus [14], obteniendo que algunos AINES (ibuprofeno 
e indometacina), NAC (N-acetilcisteina), vitamina C (ácido ascórbico) y ligandos de PPARγ 
(pioglitazona y rosiglitazona) disminuyen la infección por rotavirus tanto in vitro en líneas 
celulares y vellosidades intestinales de ratón, como in vivo en ratones [6-9], alterando la 
formación de partículas infecciosas del rotavirus y restaurándose a niveles normales de 
expresión las proteínas celulares Hsc70 y PDI, las cuales aumentan luego de la infección 
con rotavirus [5-9, 15]. Así mismo, recientemente en el laboratorio Biología Molecular de 
virus de la Universidad Nacional se ha reportado que la activación de PPARγ con su 
agonista pioglitazona conduce a la regulación de esta vía en pro de alterar la cascada de 
señalización que involucra a NF-kB-COX-2-ROS, requeridas al parecer dentro del proceso 
infeccioso de rotavirus, puesto que resulta en la reducción de la infección viral [16]. Lo cual 
apunta a la hipótesis planteada en el laboratorio de que el rotavirus se beneficia de la 








3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
Los rotavirus son la principal causa de infecciones gastrointestinales en menores de cinco 
años, donde la diarrea deshidratante es la causa más significativa en los eventos de 
mortalidad y morbilidad especialmente en países en desarrollo, convirtiendo esta patología 
en un problema social con elevados costos directos para las familias y los gobiernos. 
Hasta el momento la estrategia para mitigar la enfermedad es la vacunación, pero estas 
solo atenúan los síntomas, no evitan que se presenten, además de no ser accesible a toda 
la población evidenciando niños sin vacunar. Por lo anterior, se hace necesaria la búsqueda 
de nuevas estrategias que contribuyan a disminuir la infección, a través del estudio 
bioquímico del virus y su interacción con las células huésped. 
Investigaciones previas en el laboratorio Biología Molecular de virus de la Universidad 
Nacional, indican que algunos AINES, agonistas de PPARγ y antioxidantes como NAC y 
ácido ascórbico, reducen la infección de rotavirus en ensayos in vitro e in vivo [7-9]. Sin 
embargo, es necesario precisar en qué momento los diferentes fármacos interfirieren con 
el proceso infeccioso, si es en la estructura celular, que se sabe que hay proteínas 
relacionadas directa o indirectamente con el fármaco o si es sobre el rotavirus. Para lo cual, 
ya se han adelantado estudios previos en el laboratorio que reflejan que la activación de 
PPARγ con su agonista pioglitazona, conducen a la acción o inhibición de vías requeridas 
para el proceso infeccioso de rotavirus, tales como NF-kB-COX-2-ROS, conllevando a 
reducir la infección viral [17]. Por lo cual, es necesario determinar la acción específica de 
NF-kB en la infección de rotavirus.  
Por consiguiente y teniendo en cuenta que existen reportes que indican que los agonistas 
de PPARγ reducen la producción de óxido nítrico y la actividad de la vía NF-kB [18], este 
trabajo evaluó en un modelo in vitro como se afecta el proceso de infección con rotavirus 
en vellosidades intestinales aisladas de ratón ICR al inhibir NF-kB con curcumina, dietil-






La vacunación es la principal estrategia para reducir la incidencia de la diarrea 
deshidratante en infantes, que sin tratamiento oportuno puede llevar a la muerte. Esta solo 
atenúan los síntomas y no evitan que se presenten, además de tener alto riesgo de producir 
intususcepción [19-21]. Por otra parte, no es accesible a toda la población, especialmente 
en países en desarrollo lo cual agregado con lo anterior, genera costos socioeconómicos 
elevados. 
Por esta razón, el laboratorio de Biología Molecular de Virus de la Universidad Nacional 
pretende dilucidar los mecanismos bioquímicos y moleculares de interacción del rotavirus 
y las células huésped, que favorecen la infección y replicación viral para así poder obtener 
alternativas en el tratamiento del proceso infeccioso. Los resultados obtenidos de las 
investigaciones en el laboratorio, han mostrado que, durante la infección por rotavirus, 
algunas proteínas celulares pueden estar participando de forma directa e indirecta en el 
proceso infeccioso viral o como defensa de la célula ante el ataque viral. NF-kB es un factor 
de transcripción que juega un papel importante en el sistema inmunológico, esta proteína 
regula la expresión de citoquinas, óxido nítrico sintasa inducible, ciclooxigenasa 2 (COX-2), 
entre otros factores. Diferentes investigaciones indican que la infección con rotavirus activa 
rápidamente a NF-kB e induce la secreción de citoquinas pro-inflamatorias [16]. Existen 
evidencias de que la activación de PPARγ con su agonista pioglitazona conduce a la 
regulación de esta vía en pro de alterar la cascada de señalización que involucra a NF-kB-
COX-2-ROS, requeridas al parecer dentro del proceso infeccioso de rotavirus, puesto que 
resulta en la reducción de la infección viral [17]. Asimismo, se ha reportado que además de 
los agonistas del factor de transcripción PPARγ, la vitamina C disminuyen la infección del 
rotavirus, aunque en menor porcentaje que NAC [6, 7]. Además se ha validado que otros 
AINES no reportados también inhiben la infección de rotavirus, como lo hace indometacina 
[22]. Mediante diferentes trabajos se intenta identificar las vías bioquímicas que relacionan 
cada fármaco con la capacidad inhibitoria que han mostrado. En conjunto, pareciera que la 
infección de rotavirus se favoreciera de la activación de vías oxidativas y pro-inflamatorias, 
de manera que al suministrar a la célula fármacos con capacidad antioxidante o que actúen 





rotavirus. Especulamos que una vía común puede ser la pro inflamatoria, relacionada con 
la actividad de NF-kB, ya que se conoce que fármacos con capacidad reductora como NAC, 
ácido ascórbico, agonistas de PPARγ o inhibidores de COX-2, como los AINES [7], pueden 
disminuir o antagonizar vías relacionadas con NF-kB. Además se ha evidenciado que al 
modular la expresión de PPARγ (modulador de NF-kB) se disminuye la respuesta 
inflamatoria en virus como influenza, en virtud del papel antagonista de la actividad de la 
vía NF-kB, AP1 y STAT [23]. Con base en lo anterior y los resultados obtenidos en previas 
investigaciones en diferentes moléculas, donde también se observa acción de alguna 
manera sobre NF-kB, este trabajo evaluó en un modelo in vitro, cómo se afecta el proceso 
de infección con rotavirus en vellosidades intestinales aisladas de ratón ICR, al inhibir NF-
















 OBJETIVO GENERAL. 
Evaluar la infectividad de rotavirus (ECwt) en vellosidades intestinales de ratones adultos 
ICR, tratados con inhibidores de NF-kB. 
 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 Determinar cambios en la expresión de NF-kB, al tratar con inhibidores las 
vellosidades intestinales de ratones adultos ICR, infectadas con Rotavirus ECwt.  
 Establecer la acción de los inhibidores de NF-kB en enterocitos antes y en diferentes 
tiempos después de infectar con rotavirus ECwt. 
 Determinar cambios en la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO o 
“ROS”), al tratar con inhibidores de NF-kB vellosidades intestinales de ratones 












6 MARCO TEÓRICO. 
 Generalidades de los rotavirus. 
El rotavirus es un miembro de la familia Reoviridae, compuesta por siete diferentes grupos 
(nomenclatura A-G). Solo los grupos A, B y C han sido identificados en humanos, y son los 
miembros del grupo A los principales causantes de gastroenteritis en humanos. Se 
caracterizan por su simetría icosaédrica sin envoltura; con tres capas concéntricas de 








Su genoma está compuesto de 11 segmentos de ARN bicatenario, que codifican seis 
proteínas estructurales ((VP1, VP2, VP3, VP4, VP6y VP7) y seis no estructurales (NSP1 - 
NSP6) (figura 1) [24-26]. Es un virus estable en el medio ambiente, es infeccioso hasta por 
una semana en condiciones relativamente secas o por diez días, cuando permanece sobre 
superficies no porosas en humedad relativa media y baja. A temperaturas más bajas y con 
mayor humedad, la infectividad persiste por cuarenta y cinco días [24] 
Figura 1. Diagrama de la partícula viral con sus proteínas estructurales y no 
estructurales en las tres capas: a) Electroforesis del genoma viral; (b-c) posición de las 





 Proteínas estructurales y no estructurales de Rotavirus.  
Las tres capas concéntricas de proteínas del virion maduro engloban al genoma viral, el 
cual consta de once segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA). La capa más interna 
del virión está conformada en mayor proporción por 60 dímeros de la proteína VP2, que 
rodea al genoma del virón y se caracteriza por presentar propiedades altamente 
inmunogénicas [27]. La VP1 se caracteriza por ser un componente común de las partículas 
virales, con actividad de ARN polimerasa (transcriptasa o replicasa) [28]. La VP3 es una 
gauninil-metil trasnferasa y a través de su actividad enzimática permite la formación de 
ácido ribonucleico mensajero (mARN). La VP6 con doscientos sesenta trímeros, es la 
proteína más abundante e inmunogénica, constituye la capa intermedia del virión. Posee 
un domino inferior que consiste en un racimo de hélices-α que le permite el contacto con 
VP2, mediante interacciones predominantemente hidrofóbicas y un dominio lejano con ocho 
hojas plegadas antiparalelas-β, que hacen contacto con las proteínas VP7 y VP4 mediante 
varios residuos cargados [25, 29]. La capa más externa de superficie del virus está 
compuesta por 780 copias de la glicoproteína VP7, organizada en forma de trímeros, está 
involucrada en el proceso de penetración a la célula huésped [30]. La VP4 formada por 60 
espículas, se proyectan hacia el exterior de la superficie viral, actuando en el 
reconocimiento de los receptores celulares para la adherencia y entrada del virus a la célula 
huésped [26, 31-34]. La proteína VP4 es fragmentada por la tripsina generando dos 
proteínas de menor peso molecular, el dominio distal corresponde a VP8*y el central a VP5* 
[31-34], además de tener funciones esenciales en el ciclo de vida del virus, incluyendo la 
unión al receptor y la penetración a la célula hospedera, genera un aumento en su 
capacidad infectiva, por lo que es indispensable a la hora de determinar la virulencia e 
inducir la formación de anticuerpos neutralizantes [25, 26, 31-34]. El papel de VP7 durante 
las primeras interacciones del virus con la célula no es muy claro, aunque se ha demostrado 
que esta proteína interacciona con la superficie celular en eventos posteriores a la unión 
inicial [35].   
Además de las proteínas estructurales, se han identificado seis proteínas no estructurales 
(NSP1-6). NSP1 es transcrita por el gen 5 y es una proteína no estructural de unión a ARN. 





(viroplasmas) y es necesaria en la replicación del genoma. NSP3 está unida a ARNm en 
las células infectadas y es la responsable de la finalización de la síntesis proteica celular. 
NSP4 es una enterotoxina viral que induce diarrea y fue la primera enterotoxina viral que 
se descubrió. NSP5 está codificada por el segmento 11 del genoma vírico del rotavirus A y 
en las células infectadas se acumula en el viroplasma. NSP6 es una proteína de unión a 
ácido nucleico y es codificada por el gen 11 en un marco abierto de lectura desfasado [36]. 
 Características del ciclo infeccioso de rotavirus. 
El rotavirus inicia su ciclo infeccioso uniéndose a receptores de superficie celular, que le 
permiten penetrar la membrana plasmática, gracias a los cambios conformacionales que 
sufre su capa más externa, donde involucra el clivaje por tripsina de la proteína VP4 en dos 
polipéptidos llamados VP8* y VP5* [31, 37, 38], y la acción de la  proteína VP7 (Figura No. 
1). Los rotavirus tienen un tropismo muy específico infectando las puntas de las 
vellosidades del intestino delgado, sugiriendo que existen receptores específicos, que 
permiten su entrada a la célula hospedera. In vitro, también muestran un tropismo 
restringido ya que se unen a la superficie de una gran variedad de líneas celulares, 
infectando eficientemente a células derivadas de epitelio renal o intestinal [39, 40]. 
Aparentemente, la entrada a la célula huésped es un proceso que se lleva a cabo en varios 
pasos, involucrando diferentes dominios de las proteínas de superficie del virus, así como 
varios receptores celulares como las integrinas α2β1, α4β1, αxβ2, αvβ3 [9, 15] y a la 
proteína Hsc70 [40, 41] y PDI [42]. Además de estas proteínas, las investigaciones han 
concluido que las balsas lipídicas (microdominios ricos en colesterol y esfingolípidos) tienen 
un papel importante en la infección y entrada del virus [43, 44]. VP5* media la interacción 
entre el rotavirus y la proteína de choque térmico (Hsc70) en la superficie celular como un 
paso posterior a la fijación [41, 45]. Se ha demostrado que VP5* sufre un reordenamiento, 
similar a la que se encuentra en las proteínas de los virus envueltos de fusión, lo que podría 
mediar la penetración de la membrana por el rotavirus durante la entrada [46]. 
Entre las proteínas virales implicadas en el proceso de entrada a la célula se ha encontrado 
que rotavirus dependientes de ácido siálico (AS), inicialmente interaccionan con AS sobre 





este virus se une a la superficie celular por interacción con la integrina  α2β1 [41]. Después 
del contacto inicial del rotavirus con AS y la integrina α2β, el virus interactúa con tres 
proteínas adicionales de la célula huésped: Hsc70, αvβ3 y αxβ2 [9, 41]. La interacción viral 
con Hsc70 es mediada por un dominio en VP5* [41, 44, 48]. 
La partícula viral pierde las proteínas de la capa externa y se activa la trascripción que 
depende de la RNA polimerasa viral (VP1). Los transcritos virales recién sintetizados tienen 
dos funciones; por una parte funcionan como mRNAs que dirigen la síntesis de las seis 
proteínas estructurales (VP1-VP7) y las seis proteínas no-estructurales (NSP1-NSP6) del 
virus y por la otra sirven como plantillas para la síntesis de la cadena negativa (que es 
complementaria al mRNA) y da lugar al RNA de doble cadena (dsRNA) que constituye el 
genoma viral [26]. 
Una vez que se acumula una masa crítica de proteínas virales de 3 a 4 horas después de 
la infección, se forman en el citoplasma celular estructuras electrodensas llamadas 
viroplasmas, en donde se ha propuesto que se lleva a cabo la replicación del genoma viral. 
En estas estructuras también se ensamblan las partículas de doble capa, que 
posteriormente van al interior del retículo endoplásmico y adquieren durante este proceso 
la tercera capa proteica, dando lugar a la partícula madura [49]. Las proteínas NSP2 y NSP5 
son esenciales para la formación de los viroplasmas, ya que en ausencia de cualquiera de 
ellas no se forman estas estructuras y el ciclo replicativo del virus se interrumpe [44]. 
Poco tiempo después de su entrada, el virus se apodera de la maquinaria de síntesis de 
proteínas de la célula, de modo que la mayoría de las proteínas que son sintetizadas 
durante la infección, son las proteínas virales y la síntesis de proteínas celulares, se ve casi 
abatida completamente. Los mRNAs virales tiene una estructura Cap- en el extremo 5’, pero 
a diferencia de la mayoría de los mRNAs celulares, no contienen poli-A en el extremo 3’ y 
en su lugar, tienen una secuencia consenso (GACC3’) que está conservada en los once 
segmentos del RNA virales [26]. 
Los RNAs recién sintetizados cumplen dos funciones: como RNAs mensajeros que dirigen 
la traducción de las proteínas del virus y como plantillas para la síntesis de los RNAs 





replicación de los segmentos del genoma, así como la morfogénesis de las partículas de 
doble capa (DLPs), se llevan a cabo en estructuras electrodensas denominadas 
viroplasmas, que están compuestos de grandes cantidades de RNA y proteínas virales. Una 
vez las partículas han madurado, son liberadas al exterior de la célula mediante evaginación 
a través de la membrana del retículo endoplásmico, dónde adquieren las proteínas de la  
cápside  más externas. Finalmente los viriones maduros son liberados de la célula por lisis 
[25] (Figura No. 2). 
Todo  el  ciclo  replicativo  de  los  rotavirus  se  lleva  a  cabo  en  el  citoplasma celular, sin 








 Moléculas celulares involucradas en la patogénesis del rotavirus. 
La infección del rotavirus a la célula huésped es un proceso de múltiples pasos que 
involucra desde interacciones de varios ligandos, a una serie de cambios conformacionales 
en las proteínas de la cápside, por la interacción del virus a receptores de membrana y 
Figura 2. Etapas de infección por Rotavirus; (1). Reconocimiento de receptor celular por 
VP4 de Rotavirus, (2). Ingreso de subparticula al citoplasma, (3). Replicación del virus, (4). 






moléculas celulares post – infección [41, 50], que actúan de forma directa o indirecta en el 
proceso infeccioso o como defensa de la misma célula. 
6.4.1 Proteína disulfuro isomerasa (PDI). 
La proteína disulfuro isomerasa (PDI) de 56 kDa y aproximadamente 490 aminoácidos, 
hacen parte de la familia de enzimas tiol-reductasas, las cuales están estructuralmente 
relacionadas e involucradas en el correcto plegamiento, formación y remodelación de los 
puentes disulfuro de las proteínas sintetizadas en el retículo endoplásmico (RE) rugoso e 
importadas al lumen de éste, para ser secretadas o incorporadas en la membrana celular. 
Las PDIs presentan dos dominios externos (a y a’) que son catalíticos y proporciona la  
actividad  oxidoreductasa y disulfuro isomerasa, y dos dominios internos (b y b’), que le 
confiere algunas de las interacciones no-covalentes con los sustratos, PDI se sobreexpresa 
bajo condiciones de estrés y la inhibición de esta proteína reduce la capacidad de la célula 
de sobrevivir a esta condición [42, 51].  
Por medio de los dominios externos, PDI en forma oxidada se reduce al formar un puente 
disulfuro mixto con una cisteína del sustrato, este puente se abre en un paso subsiguiente 
mediante la formación de un puente disulfuro interno del sustrato, quedando PDI en su 
forma reducida, la cual se vuelve a oxidar mediante un sistema de reciclado, en donde el 
último componente es una enzima denominada Ero1p, la cual transfiere los electrones al 
oxígeno. Igualmente la isomerización se da por una sucesión de reacciones de óxido-
reducción (redox), catalizada por estos mismos  dominios  que  interconvierten  los  grupos 
tiol/disulfuro (-SH/-S-S-) de las cisteínas de  las  proteínas, ocasionando de esta manera 
cambios conformacionales alternativos (isómeros) en las proteínas sobre las cuales actúan 
las PDIs [52]. 
Respecto  al  rotavirus,  PDI  está  involucrada  en  la  formación  y  reordenamiento de los 
enlaces disulfuro intra-moleculares para la maduración de la proteína  rotaviral  VP7,  que  
se  produce  después  de  la  traducción [5, 9, 15]. También se ha determinado que la 
presencia de PDI  en  los  microdominios  lipídicos rafts juegan un papel importante en la 





6.4.2 Proteína de choque térmico de 70KDa (HSP70) y proteína de choque térmico 
constitutiva, 70KDa (HSC70). 
Son proteínas chaperonas, pertenecen a la familia de las proteínas de choque térmico, las 
cuales se expresan de manera ubicua y constitutiva en las células eucariotas y procariotas. 
Esta familia se clasifica según su expresión en la célula, como proteínas de expresión 
constitutiva (HSC70) y en las proteínas de expresión inducible (HSP70), la cual se ve 
aumentada cuando se exponen las células a estrés por temperatura alta, inanición, 
inflamación, suspensión de agua, o deficiencia de nitrógeno [55]. 
Las HSP están involucradas en el plegado y translocación de proteínas, la regulación de 
apoptosis, la estabilización del citoesqueleto, el estrió de fibras del músculo, controla la 
calidad en la producción de colágeno y degradación de proteínas intracelularmente. La 
función de chaperona molecular ayuda al mantenimiento de la correcta estructura de 
proteínas desnaturalizadas, durante el estrés del oxidativo [56]. 
Las infecciones virales de células de mamífero producen a menudo alteraciones de la 
síntesis de las proteínas de estrés térmico, sobre todo en las HSPs residentes del retículo 
endoplasmático, además estudios han identificado que la forma constitutiva HSC70 juega 
un papel importante en el proceso para la entrada de rotavirus en las células intestinales [9, 
41, 55]. 
Se  ha  identificado  que  la  forma constitutiva  HSC70  juega  un  papel  importante  en  el  
proceso,  para  la  entrada  de rotavirus en las células MA104 [14, 43, 48, 57]  e intestinales 
en ratón lactante de la cepa ICR [58]. 
6.4.3 Ciclooxigenasa-2 (COX-2). 
La Ciclooxigenasa (COX) o prostaglandina-endoperóxido sintasa EC 1.14.99.1, es una 
enzima que permite al organismo producir unas sustancias llamadas prostaglandinas a 
partir del ácido araquidónico.  La ciclooxigenasa-2 tiene como función mediar en los 





inducción inflamatoria, aunque es constitutiva en bajas cantidades en el cerebro, corazón, 
ovarios, músculos estriados, SNC y riñón [59, 60].  
COX-2 puede ser inducida por varios factores: la interleucina 1 (IL-1), el factor de 
crecimiento de fibroblastos b (bFGF), el factor de crecimiento de transformación (TGF), el 
factor de necrosis tumoral (TNF), los lipopolisacáridos (LPS) y la activación del factor de 
transcripción nuclear kB (NF-kB) mediante especies reactivas de oxígeno. Finalmente, el 
incremento del Ca++ intracelular que causa la PGE2, al activar el receptor EP-1 puede 
regular la expresión de la COX-2. El aumento de Ca++ intracelular causa la activación de 
la proteína cinasa C (PKC), la cual activa el NF-kB [59]. 
Uno de los factores importantes que contribuyen a mantener este constante proceso, es el 
aumento de la COX-2 que en estrés oxidativo es oxidada. Sin embargo, la COX-2, lejos de 
quedar inoperante por la oxidación, incrementa unas veinte veces su actividad enzimática. 
Ya que la COX-2 es una generadora importante de especies reactivas de oxígeno, pues su 
actividad hace que se expresen más interleucinas y COX-2, contribuyendo a que se 
perpetúe el círculo de inflamación durante todo el transcurso de la enfermedad [61]. 
Se ha encontrado aumento en la expresión de COX-2 durante la infección con algunos virus 
como herpes y VIH. Algunos estudios han demostrado que las prostaglandinas PGE2 
juegan un papel esencial en la infección con rotavirus, ya que al inhibir el efecto de la COX 
hay una disminución en la infección [7]. Es muy probable que PGE2 esté involucrada en la 
síntesis de proteínas virales y la producción de nuevas partículas de rotavirus [22, 60]. 
6.4.4 Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARγ). 
El receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARγ) pertenece a la familia 
de los receptores nucleares de hormonas, que directamente regulan la transcripción de 
genes diana [62]. PPARγ, además juega un papel crucial en la adipogénesis y la 
sensibilización a la insulina.  Por otra parte, PPARγ se ha reportado que afectan la 
proliferación celular y diferenciación de las vías en varias neoplasias [63]. Esta proteína se 





cardiaco y el sistema inmune. Existen además otras isoformas de PPARγ codificadas por 
diferentes genes: PPAR y PPARβ/δ [63].  
La activación de los distintos PPARs por sus respectivos ligandos resulta en la formación 
de heterodímeros con otro receptor nuclear y de esta forma activan o suprimen diversos 
patrones de expresión génica [64]. Los ligandos de PPARγ incluyen al metabolito natural 
15-deoxy-∆12,14 Prostaglandina J2 [65], ácidos grasos poliinsaturados, fármacos 
antiinflamatorios no esteroideos [66] y ligandos sintéticos como los miembros de la familia 
de tiazolidindionas (TZD) [67]. Estos últimos son una clase de fármacos empleados en el 
tratamiento de diabetes tipo II, ya que poseen efecto hipoglucemiante debido a su acción 
sobre el tejido graso y músculo esquelético porque aumentan la sensibilidad a insulina. 
Además, existen evidencias de que la unión de TZDs a PPARγ ejerce también efectos anti-
inflamatorios y posiblemente cardioprotectores [68, 69]. Además investigaciones hechas en 
el laboratorio, propone que la activación de PPARγ con su agonista pioglitazona conduce a 
la activación o inhibición de las vías o factores que a su vez inhiben las vías requeridas por 
proceso infeccioso de rotavirus, tales como NF-kB-COX-2-ROS, lo que resulta en la 
reducción de la infección viral [7, 16]. 
6.4.5 Factor nuclear kappa B (NF-kB). 
NF-kB es un factor de transcripción que juega un papel importante en el sistema 
inmunológico [70-72]. Fue identificado por primera vez como una proteína reguladora de la 
expresión de los genes de la cadena ligera kappa en los linfocitos B [11]. Posteriormente, 
se descubrió que se expresaba prácticamente en todos los tipos de células y que está 
implicado en la transcripción de un amplio grupo de genes [73], que regulan la expresión 
de citoquinas, óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), cicloxigenasa 2 (COX-2), factores de 
crecimiento, inhibidores de la apoptosis y las enzimas efectoras en respuesta a un ligando 
de los receptores involucrados en la inmunidad, incluidos los receptores de células T (TCR), 
de células B (BCR receptores) y miembros de la familia de receptores Toll-like y del 
receptor/IL-1. NF-kB también juega un papel en el desarrollo y la actividad de un número 





6.4.6 Familia NF-kB. 
NF-kB forma parte de la familia Rel, constituida por cinco proteínas que contienen dominios 
homólogos y que forman entre ellas homo o heterodímeros. Estas proteínas son: p50, p52, 
p65 (RelA), c-Rel y RelB [75-77]. Los miembros de la familia Rel se clasifican en dos 
subfamilias: 
Subfamilia 1: Incluye los miembros con dominio TAD (del inglés transcription activation 
domain) RelA, c-Rel y RelB, que son sintetizados en su forma madura. 
Subfamilia 2: Incluye los miembros sin dominio TAD p50 y p52, los cuales son productos 
maduros generados a partir de los precursores p105 y p100.  p105  p100 contienen 
repeticiones de ankirina que son degradadas durante la conversión a la forma activa [10, 
78]. 
Todos los miembros de la familia NF-kB presentan un dominio N-terminal común llamado 
RHD (del inglés Rel homology domain). Este dominio está formado por 300 aminoácidos y 
es responsable de la dimerización, de la asociación con el inhibidor IB, de la unión con los 
motivos B del DNA. En este dominio es donde se encuentran las secuencias de 
localización nuclear NLS (del inglés Nuclear Localization Signal) [72, 79]. Los miembros de 
la subfamilia 1 presentan un dominio de activación transcripcional llamado TAD, en la región 















6.4.7 Proteínas IκBs. 
NF-kB se encuentra en el citoplasma unido a sus inhibidores IκB (IκBα, IκBβ, Bε), en las 
células que no han sido estimuladas, previniendo su entrada al núcleo. Las proteínas IκB 
contienen un dominio N-terminal, seguido por una serie de repeticiones de ankirina  
importantes en la unión al heterodímero de  NF-kB [10]  
Cuando estas células son estimuladas, IκB es fosforilada por kinasas específicas, causando 
una rápida degradación del IκB por el proteosoma. La liberación de NFB de IκB resulta en 
la translocación de NF-kB al núcleo, donde se une a secuencias específicas en las regiones 
promotoras de genes diana [11]. 
 Activación de NF-kB. 
Hay dos vías que conducen a la activación de NF-kB (Figura 4). Las dos vías mejor 
descritas son la canónica y no canónica o las rutas clásicas y alternativas, respectivamente. 
Figura 3. Miembros de la familia NF-κβ. En los mamíferos la familia de factores de 
transcripción NF-κβ se compone de cinco miembros: p65/RelA, p52, p50, RelB y c-Rel. El 
número de aminoácidos de cada proteína se indica a la derecha. Se muestra el sitio 
presumible de clivaje para p100 (aa 447) y p105 (aa433).  (RHD) dominio de homología 





El paso común en estas dos rutas es la activación de un complejo IκB kinasa (IKK), el cual 
consiste en subunidades catalíticas quinasa  (IKK y /o IKK) y la subunidad reguladora 
asociada IKK-g/NEMO [80, 81]. 
6.5.1 Ruta clásica o canónica. 
La ruta clásica está implicada en la señalización proinflamatoria, se activa por las citoquinas 
inflamatorias (IL-1 yTNF-α), TLR y receptores de antígeno y es esencial para la inmunidad 
innata. Las señales inducidas por estos estímulos confluyen en un regulador central de NF-
kB, el complejo IKK (IκB quinasa). El complejo IKK consta de múltiples subunidades con 
actividad quinasa. Cuando se estimula una célula, el complejo IKK fosforila IκB en residuos 
de serina, induciendo la disociación  de NF-kB [18, 70, 72]. El IκB recién liberado se une a 
la ubiquitina y es degradado por la subunidad 26S del proteasoma. Así se liberan complejos 
de NF-kB, predominantemente el dímero p50/RelA, que se puede translocar al núcleo 
donde se une a elementos específicos en el ADN, y activa los promotores de la transcripción 
génica. Esto da como resultado la activación de muchos genes incluyendo los de las 
citoquinas IL-1, IL-6, IL18, IL-33, TNF- [76]. 
6.5.2 Ruta alternativa o no canónica. 
La ruta alternativa activa el complejo RelB/p52 mediante un mecanismo basado en el 
procesamiento de p100, en lugar de la degradación de IκB. La evidencia genética sugiere 
que esta vía regula funciones biológicas importantes, tales como la organogénesis linfoide, 
la supervivencia y maduración de las células B, la activación de las células dendríticas, 
















 NF-kB y Virus. 
El hecho de que la activación de NF - kappa B sea un evento rápido que se produce a pocos 
min de estimulación, que no requiere la síntesis de proteínas y es capaz de influir en varios 
pasos críticos en la vida de la célula huésped [7, 8], hace de la vía NF-kB un blanco muy 
atractivo para el virus invasor. De hecho, muchos virus, entre ellos varios patógenos 
humanos, como el VIH-1, el virus linfotrópico humano tipo (HTLV-1), el  virus de la influenza, 
hepatitis B y C [7, 8], han evolucionado en diferentes estrategias para modular la vía de NF-
kB, la mayoría de los cuales convergen en la activación de IKK [10] (Figura 5 ). 
Figura 4. Vía Canónica y No Canónica para la activación de NF-κβ. La vía canónica es 
provocada por los TLR y citoquinas pro-inflamatorias, como TNFα y IL-1, lo que lleva a la 
activación de RelA que regula la expresión de genes pro-inflamatorios y la supervivencia 
celular. La vía no canónica se activa por vía  LT, CD40L, BAFF, y RANKL, pero no TNF, 
resultando en la activación del complejo  RelB/p52. La activación de la vía alterna regula 















En algunos casos, la unión de la partícula viral a su receptor de membrana es suficiente 
para desencadenar la cascada de señalización que activa NF-kB. En otros casos, los 
productos virales, como dsRNA y proteínas virales, pueden ser responsables de la 
activación de NF-kB [10]. 
En el caso del virus de la influenza y el adenovirus, en el que la acumulación de proteínas 
virales  ( la hemaglutinina (HA) y la proteína E3/19K adenovirus) en la membrana del retículo 
endoplasmático (ER), provocan una “Sobre carga del ER” y con ello la liberación de calcio 
[70]; estas altas concentraciones de calcio activan la proteína cinasa C dependiente de 
calcio, la cual fosforila a IB, lo que conlleva a  su disociación de NF-kB, permitiendo así la 
translocación de este al núcleo [10, 82]  
Figura 5. Diferentes mecanismos de la activación de NF-κβ por virus. Glicoproteinas 
de la envoltura viral (HIV gp120 y EBV gp350) activan la señalización, a través de la 
participación de receptores celulares (CD4 y CD21). La acumulación de dsRNA virales 
activa PKR, que a su vez estimula la IKK. Sobrecarga del RE causada por la producción 
masiva de la glicoproteína viral (hemaglutinina HA del virus de la gripa, proteína E3 de 
adenovirus) conduce a la posible activación de la via NF-κβ regulada por la señal de calcio 





Se ha reportado que la infección con rotavirus activa rápidamente a NF-kB e induce la 
secreción de citoquinas pro-inflamatorias [7, 8, 83-85]. Además, estudios indican que 
distintas proteínas virales codificadas por el HCV, RRV (rotavirus), EBV, HBV, HTLV-1 y 
VIH-1 activan NF-kB, mediante la interacción con las diferentes vías de señalización celular 
[10]. 
 Especies reactivas de oxigeno (EROs o ROS). 
Las especies reactivas de oxigeno (EROs) o su sigla en inglés (ROS) son un conjunto de 
moléculas reactivas producidas en algunos procesos metabólicos en los que participa el 
oxígeno, entre las que se encuentran los iones de oxígeno, los radicales libres y los 
peróxidos. Su gran reactividad se debe a que poseen un electrón desapareado en alguno 
de sus orbitales electrónicos, lo que las hace altamente reactivos; son producidas en el 
organismo principalmente por la cadena de transporte de electrones [8]. Las EROs incluyen 
el radical superóxido (O2-•), el radical hidroxilo (OH•) y el peróxido de hidrógeno (H2O2); 
además habría que considerar, entre las ERO que existen, a las de nitrógeno que en su 
estructura presentan átomos de oxígeno; estas especies reactivas de nitrógeno (ERN) 
incluyen al óxido nítrico (NO) y a los radicales peroxinitrito (ONOO•)  [7, 9]. A nivel proteico, 
las EROs ocasionan modificaciones estructurales y conformacionales al oxidar 
aminoácidos, lo que produce cambios en las características bioquímicas de las proteínas. 
Un hecho común durante varias infecciones virales, es la interrupción del equilibrio redox 
en las células infectadas. Esto ocurre a través de una disminución en niveles de enzimas 
antioxidantes, el agotamiento de la molécula antioxidante celular (glutatión) y a través de 
una mayor producción de especies reactivos de oxígeno (EROs), que permiten la rápida 
muerte de las células infectadas y por lo tanto, el aumento de la propagación viral en el 
organismo, observándose en infecciones causadas por el virus de la influenza, HBV, VHC 
o VIH [86-91]. Las EROs pueden ser moléculas de señalización o de estimulación de  la 
proliferación celular [7, 9], lo que contribuye a  una defensa antiviral [92]. Sin embargo, un 
fuerte aumento de su producción es perjudicial para células, debido al estrés oxidativo y al 





 INHIBIDORES DE NF-kB. 
6.8.1 Curcumina (CUR). 
La curucumina, también conocido como Diferuloilmetano, es un compuesto de color 
amarillo identificado como el principio activo de la planta Cúrcuma longa [93]. Además de 
ser un agente pleitropico, está asociado con diversos efectos farmacológicos incluyendo 
actividades antiinflamatorias, antioxidantes, anti-proliferativas, anticancerosas, antivirales y 
antibacterianas [94, 95]. Varios modelos animales y estudios en humanos, demostraron que 
la curcumina es altamente segura incluso en dosis muy altas [94, 96-98]. Su efecto ha 
demostrado bloquear muchas reacciones en las que NF-kB desempeña un papel 
importante. Singh S. Aggarwal B (1995) reportaron, que curcumina inhibe en una etapa en 
la cascada de activación de NF-kB, la cual se produce antes de la fosforilación de IκBα, 
pero después del punto en el que convergen diversas señales transducidas por diferentes 
estímulos [99]. Soluble en etanol (1mg/ml) o DMSO (25mg/ml) según casa comercial (Enzo 
Life Sciences Farmingdale, NY, USA). 
Algunas propiedades fisicoquímicas de curcumina son: 
Peso molecular: 368.4 g/mol 
Formula molecular: C21H20O6 
Solubilidad: Soluble en etanol y ácido acético, poco soluble en agua. 
Toxicidad: La LD50 fue > 2000 mg / kg. Al administrar oralmente 1-5 g / kg peso corporal  
de curcumina en ratas, no indujeron efectos tóxicos [100]. 
Absorción: Baja absorción gastrointestinal, estudios en ratas administrando 2 g vía oral de 
curcumina resulto en una concentración plasmática de menos de 5 µg / ml, indicando 
deficiencia de absorción. 
farmacodinamia: En ratas la aplicación intravenosa de 25 mg / kg de curcumina en peso 





6.8.2 Dietilditiocarbamato (DC).   
El dietilditiocarbamato o dietil-carbamato es un metabolito del disulfiram, que ha sido 
conocido como un potencial agente de tratamiento del alcoholismo [101-103], Además de 
ser utilizado en tratamientos del VIH, las enfermedades neurodegenerativas [104] y en 
estudió clínicos tales como el tratamiento de la toxicidad por metales y cáncer [105, 106]. 
Es una molécula que interfiere en la vía de señalización de NF-kB al afectar la fosforilación 
de IκB y su degradación en el proteosoma [105, 107, 108]. Soluble en agua y DMSO 
(20mg/ml) según casa comercial (Enzo Life Sciences Farmingdale, NY, USA). 
Algunas propiedades fisicoquímicas de curcumina son: 
Peso molecular: 148.3 g/mol 
Formula molecular: C5H10NS2 
Solubilidad: Soluble en agua. 
Toxicidad: La LD50 fue 2830 mg/kg. Al administrar oralmente 100 mg / kg peso corporal 
de dietilditiocarbamato en ratas, no indujeron efectos tóxicos [109]. 
Absorción: Se determinó una vida media de absorción de 26 minutos, cuando se inyectó 
dietilditiocarbamato disuelto en PBS 2M. Fue inyectado en el intestino delgado de ratas 
Wistar macho adultas a una dosis de 25 mg / kg [110]. 
6.8.3 Dietil-maleato (maleato de dietilo) (DM). 
El dietil-maleato es el éster dietílico del ácido maleico y un compuesto reductor del glutatión, 
que a la vez inhibe NF-kB. En células de adenocarcinoma de pulmón humano (A549), dietil-
maleato (DM) disminuye la activación de NF-kB tanto directa como indirectamente. Al no 
ejercer algún efecto reversible el modulador natural glutatión (GSH) o el activador β-
mercaptoethanol en el factor nuclear en la acción de bloqueo por DM, indica que este tiene 
interacciones directas con las subunidades de NF-kB relacionando sus subunidades 





reduciendo los niveles nucleares de GSH alterando así el equilibrio redox nuclear afectando 
la unión de NF-kB al ADN [111]. Soluble en etanol según casa comercial (Enzo Life 
Sciences Farmingdale, NY, USA). 
Algunas propiedades fisicoquímicas de curcumina son: 
Peso molecular: 172.18 g/mol 
Formula molecular: C8H12O4 
Solubilidad: soluble en etanol, poco soluble en agua. 
Toxicidad: La LD50 fue 3200 mg/kg. Al administrar oralmente concentraciones ≥ 200 mg / 















7 MATERIALES Y MÉTODOS. 
Este proyecto se desarrolló en el laboratorio Biología Molecular de virus de Facultad de 
Medicina, Universidad Nacional de Colombia (Bogotá). Es un estudio de investigación 
experimental, con el fin de evaluar en un modelo in vitro, como se afecta el proceso de 
infección con rotavirus en vellosidades intestinales aisladas de ratón ICR al inhibir NF-kB 
con curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato. 
 Animales. 
Se usaron ratones provenientes del bioterio del departamento de farmacia de la Universidad 
Nacional de Colombia (Bogotá) a cargo del Dr. Luis Fernando Ospina, y otros fueron 
comprados en el bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS), de la cepa ICR (Institute of 
Cancer Research) de 52 días de edad, con peso promedio entre 25 y 30 gramos, obtenidos 
mediante cruces entre individuos no consanguíneos (animales exocriados), animales 
genéticamente heterogéneos [113].  
 Virus. 
El Rotavirus murino tipo- silvestre (ECwt), fue donado amablemente por el Doctor M. Franco 
(Instituto de Genética, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, Colombia).  
 Reactivos. 
 Se utilizaron los siguientes sueros hiperinmunes: anti-ECwt generados en conejo y cobayo. 
Estos sueros fueron generados en el Laboratorio de Biología Molecular de virus, de la 
Universidad Nacional de Colombia, en trabajos previos. 
Los anticuerpos (Acs) comerciales que se utilizaron son: anti- PPARγ (SC6285), anti-COX-
2 (SC18619), producidos en cabra, anti-p- NF-kB p50 (ser 337 es la forma activa que se 
transloca al núcleo) (SC33022) generado en conejo, Todos los anticuerpos obtenidos 
comercialmente estaban a una concentración de 200μg/ml y provenían de Santa Cruz 





Los Acs comerciales que se utilizaron son: cabra anti-conejo IgG conjugado con peroxidasa 
(SC2313), conejoanti-cabra IgG (SC2020) y cabra anti-conejo IgG marcados con FITC 
(SC2359). Todos los anticuerpos secundarios, se encontraban a una concentración de 
400μg/ml provenientes de Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA. Se utilizó 
el Kit Oxidative Stress I No.8401001 para la detección de especies reactivas de oxigeno 
(Thermo Scientific Waltham, MA, USA). 
Los inhibidores de NF-kB que se utilizaron son: curcumina (BML-EI135), 
dietilditiocarbamato de sódio trihidratado (ALX-400-003) y dietil-maleato (maleato de dietilo) 
(ALX-280-017), todos del laboratorio Enzo Life Sciences Farmingdale, NY, USA. 
Las concentraciones utilizadas con los inhibidores específicos de NF-kB en este estudio se 
determinó con base en literatura de estudios previos, donde evalúan la acción de curcumina 
en cultivos celulares con variación en las concentraciones entre 20 y 200 µM [99, 114, 115], 
algo similar presenta dietil-carbamato en la variación en las concentración utilizadas en 
investigaciones entre 10 a 250 µM [104, 116, 117] y para el caso de dietil-maleato existen 
reportes en las concentraciones no toxicas utilizadas que llegan hasta 0.250 mM [111].  
 Aislamiento de vellosidades intestinales. 
La extracción de vellosidades de intestino delgado de los ratones, se realizó en la cabina 
de flujo laminar bajo estrictas condiciones de esterilidad. Los animales fueron sacrificados 
por dislocación cervical, cumpliendo las normas establecidas en la Resolución 008430 de 
octubre de 1993, Ministerio de Salud, República de Colombia; se limpió la piel con alcohol 
y se realizó un corte longitudinal. Se cortó el intestino delgado y mantuvo en Medio Esencial 
Mínimo EAGLE modificado (MEM); con ayuda de una jeringa colocada en el extremo más 
ancho del intestino (duodeno), se lavó con 5ml de medio de cultivo con antibiótico 
(Kanamicina 100µg/ml, Ampicilina 100µg/ml y Anfotericina B 2,5µg/ml). 
Posteriormente se cortó el intestino en fragmentos de aproximadamente 0,5 cm en 
presencia de 7 ml de MEM, que contenian EDTA 1,5 mM. Los fragmentos se recuperaron 
y se incubaron por 15 min a 37 °C con agitaciones constante de 400 r.p.m. Después se 





un cedazo o malla estéril (1mm2 de poro) sobre una caja de Petri esterilizada. Los 
fragmentos que no pasaron la malla, se colocaron nuevamente en el tubo de centrífuga con 
5 ml de MEM con EDTA, y se realizó una segunda extracción bajo las mismas condiciones.    
A continuación, se mezclaron las vellosidades que pasaron el poro de la malla en las dos 
extracciones, se centrifugaron durante 10 min a 3.000 r.p.m., y se descartó el sobrenadante. 
Para retirar residuos de EDTA se re-suspendió el precipitado en 5 ml MEM, se centrifugo 
nuevamente y se descartó el sobrenadante. Las vellosidades se re-suspendieron en 5 mL 
de MEM, para ser usadas en los análisis requeridos.   
 Tratamiento con inhibidores de NF-kB sobre la infección por rotavirus en las 
vellosidades intestinales de ratones adultos ICR infectadas con rotavirus ECwt. 
Las vellosidades se infectaron con rotavirus ECwt previamente activado con tripsina e 
incubado a 37 ºC durante 10 minutos. Se incubó la solución vellosidades – virus 1 h a 37 
ºC en placa de 96 pozos y luego se adicionaron los inhibidores curcumina, dietil-carbamato 
y dietil-maleato, disueltos en el disolvente polar de baja toxicidad DMSO ((concentración 
final máxima de 0.1% vol:vol medio, en el cultivo) o metanol (concentración final máxima de 
0.1% Vol:vol medio, en el cultivo), en las concentraciones de 10μM, 25μM, 50μM, 75μM y 
100μM por duplicado. Se incubaron las cajas por ~12 horas a 37°C en 5% de CO2, 
utilizando como controles las células infectadas sin tratamiento y células sin infectar, sin 
tratamiento. Transcurrido este tiempo post-tratamiento (p.t.), se cosecharon por separado 
los tratamientos para determinar el efecto de cada uno de éstos, utilizando las técnicas de 
inmunocitoquímica, inmunofluorescencia, Western Blot (WB) y Ensayo de Inmunoabsorción 
Ligado a Enzimas (ELISA). 
 Inmunocitoquímica de vellosidades aisladas.  
Para la detección de antígenos virales, las vellosidades aisladas se fijaron con la mezcla 
etanol-ácido acético (3:1), se lavaron con PBS y se colocaron en una laminilla cubreobjetos, 
las cuales se secaron a 50°C durante 30 min.  Se permeabilizaron con tritón 0,5% o con 
SDS 0,1% durante 15 min, se les adicionó cloruro de amonio 50 mM por 30 min, se lavaron 





con 20 µL de un anticuerpo (Ac) policlonal, que reconoce proteínas estructurales de 
rotavirus (1:200 en PBS) en una cámara húmeda a 37°C durante 1 h. Los anticuerpos fueron 
generados en conejo por trabajos previos.  Posteriormente se realizaron tres lavados con 
PBS para retirar el exceso de anticuerpo, se añadieron 20 µL de anticuerpo secundario anti-
conejo IgG conjugado con peroxidasa (HRP, 0,13 µg/ml) y se incubó por 1 h a 37 °C en 
cámara húmeda.  Se lavaron las células una vez con PBS y se reveló utilizando 20µL de 
una solución, que contiene aminoetilcarbazol 0,64mg/ml (AEC), buffer acetato pH 5 (acetato 
de sodio 0,030 M - ácido acético 0,012M) y peróxido de hidrógeno al 0,36%, por 45 min. 
Finalmente, las células se lavaron con PBS para retirar el exceso de carbazol. Las laminillas 
fueron fotografiadas en 10 campos representativos con un microscopio Van Guard 
utilizando un objetivo 100X. 
 Inmunofluorescencia.  
Para la inmunofluorescencia, se utilizaron células adheridas a laminillas, con la misma 
técnica que se realizó la inmunocitoquímica. Luego de lavarlas con PBS se les agregó 
anticuerpos primarios (Ac) en PBS, a una concentración de 0.2μg/ml contra pNF-kB, PPARγ 
y COX-2; Ac anti-pNF-kB p50 (ser 337) (SC33022) generado en conejo, anti- PPARγ 
(SC7273) y anti-COX-2 (SC19999) generados en Cabra, incubando por 1 h  a 37°C. 
Posteriormente se lavaron con PBS y se les adicionó como anticuerpos secundarios, un 
conjugado con FITC anti-conejo o anti-Cabra  (0,8μg/ml en PBS), se incubaron en oscuridad 
a temperatura ambiente por 45 min, se lavaron con PBS y se fotografiaron en microscopio 
de fluorescencia (Van Guard) utilizando una lente 100X. La determinación de la medición 
de la fluorescencia se realizó por medio del programa ImageJ (Analyze, measure). 
 Elisa de captura. 
Las vellosidades aisladas tratadas y no tratadas con los inhibidores de NF-kB, se lisaron 
con buffer RIPA 1X pH 8.0 (150mM NaCl, 1,0% NP-40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50mM Tris) 
y se sonicaron por 3 min a una amplitud de 30%, se adicionó azida de sodio 15mM y se 





En placas de 96 pozos se utilizó como anticuerpo de captura, un policlonal que reconoce 
proteínas estructurales de rotavirus, generado en cobayo (1:1000 en 200µl de PBS), se 
incubaron a 37°C por dos horas. Posteriormente se bloqueó con leche descremada 5% o 
caseína al 1% durante una hora a 37°C, se lavaron los pozos con PBS y se adicionaron los 
lisados celulares. La placa se incubó a 4°C durante toda la noche; se lavaron tres veces 
con 200 µl de PBS y se adicionó Ac primario, que reconoce antígenos estructurales de 
rotavirus generados en conejo (0,20μg/ml en PBS). Se incubó a 37°C por una hora, se 
lavaron tres veces con PBS y se adiciono anti-conejo conjugado con peroxidasa (HRP, 0,13 
µg/ml en PBS) en PBS. Se reveló utilizando sustrato con OPD (O-fenilenediamina 
diclorhidrato) diluido en Buffer estable de peroxidasa. Se utilizaron los lisados de las 
vellosidades que no fueron infectadas como control negativo. Las placas de ELISA fueron 
leídas a 490 nm en un lector Elisa Stat Fax 303/Plus. 
 Detección de especies reactivas de oxígeno. 
La detección de las especies reactivas de oxígeno se llevó a cabo por medio de la utilización 
del Kit Oxidative Stress en donde a las vellosidades aisladas infectadas tratadas y no 
tratadas con los inhibidores y mantenidos en medio DMEM, se adicionó 16μg/ml  de 
dihydroethidium (DHE) y 0,000016μg/ml de Hoechst 33342, se incubó a 37°C por 30 min, 
después se centrifugó por 2 min a 3000 rpm y el sobrenadante se desechó. Posteriormente 
se agregó paraformaldehido al 4% y se incubó a 37°C por 30 min, después se centrifugó 
por 2 min y el sobrenadante se desechó; luego las células se lavaron con 100 µl de PBS y 
finalmente se adicionó 200 µl de PBS y se fotografiaron en el microscopio Van Guard 
utilizando una lente 100X. 
 Western blot. 
Las vellosidades aisladas infectadas o no infectadas y tratadas con los inhibidores fueron 
lisadas con buffer RIPA y sonicadas durante 3 min, a una amplitud de 30% (tres veces por 
1 minuto con descanso de 30 segundos), en presencia de fenilmetil sulfonil fluoruro (PMSF). 
El lisado se almacenó a –70 ºC hasta su uso. Se hicieron electroforesis previas, para 





vellosidades infectadas, sin infectar e infectadas, que se les aplicó los diferentes 
tratamientos. 
A las muestras se les adicionó buffer Laemmli (0.125mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% 
glicerol, 5% β-mercaptoethanol, 0.02% azul de bromofenol.), se hirvieron por 3 min, se 
analizaron por electroforesis SDS–PAGE al 10% y se transfirieron a una membrana PVDF 
con buffer de transferencia, que contenía Glicina 129 mM, Tris 25 mM y Metanol al 10%. 
Consecutivamente la membrana fue bloqueada con leche descremada al 5%, luego y se 
lavó 3 veces con PBS, se incubó con el anticuerpo primario correspondiente a cada 
proteína: anti- PPARγ, anti-COX-2 generado en cabra y anti-pNF-kB, generado en conejo 
con una concentración 0.2 µg/ml en PBS. Se realizaron 3 lavados con PBS y posteriormente 
se incubó con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (HRP, 0.4 µg/ml). Se reveló 
con luminiscencia (Pierce).  
 Reinfección. 
La técnica de ELISA no discrimina entre proteínas virales aisladas y los viriones completos. 
Por esto, no es posible determinar si los cambios observados en la infección se deben a 
que los fármacos inducen señales, que afectan la síntesis de las proteínas virales y esto 
repercute en el ensamblaje de viriones o disminuye la síntesis de proteínas virales, pero sin 
afectar el ensamblaje en viriones. Para esto, las vellosidades previamente aisladas, 
infectadas y tratadas fueron congeladas y descongeladas dos veces con el fin de lisarlas, 
posteriormente se agregó tripsina 10 mg/ml y se realizaron diluciones de estas vellosidades. 
Los lisados se agregaron a nuevas vellosidades no infectadas, sembradas en cajas de 24 
pozos adicionando 200μl por pozo, por duplicado.  Las vellosidades fueron cosechadas a 
las ~12 horas post infección (h.p.i.), fijadas y analizadas mediante ELISA (procedimiento 
anteriormente descrito). 
 Viabilidad con azul de Tripán. 
Para determinar la citotoxicidad de los inhibidores usados en los experimentos, a las 
vellosidades aisladas, se evaluó la viabilidad celular con el reactivo Azul tripan (93595 





presentan ruptura en la membrana. A células tratadas con los diferentes fármacos Cur, DC, 
DM, e incubadas durante ~12 horas a 37ºC, se agregó el reactivo Azul tripan en una 
concentración 1:1 (v:v) durante 1 min y se contó con ayuda del microscopio, para determinar 
la viabilidad celular. Estos resultados fueron comparados con el porcentaje de células 
viables sin ningún tratamiento y células tratadas con H2O2 a una concentración de 0,1 mM, 
durante el mismo tiempo a 37ºC, el cual produce peroxidación lipídica de la membrana 
celular. 
 Análisis de datos. 
Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa GraphPad Prism 5, se aplicó la 
prueba paramétrica de ANOVA de dos vías y prueba de comparación múltiple de Dunnett, 
donde la significancia se graficó de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 
(no significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 
0.001(altamente significativo). 
  Sujetos de estudio, tamaño de la muestra y reclutamiento. 
El proyecto es una investigación experimental que usó Ratones ICR, machos, de ~27 gr de 
peso y de edad de 52 días, como población de estudio, estos ratones fueron donados por 










 Los inhibidores de NF-kB reducen la infección de rotavirus en vellosidades 
aisladas de ratón adulto ICR. 
Para observar los cambios en la expresión de NF-kB en vellosidades de ratón ICR 
infectadas con rotavirus ECwt y tratadas con inhibidores específicos de NF-kB como 
Curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato, se extrajeron vellosidades del intestino 
delgado de los ratones y se infectaron con el rotavirus ECwt (MOI de 0.8) activado con 
tripsina. Las vellosidades infectadas con totavirus, se incubaron por ~1 h a 37°C. Luego se 
adicionó 10μM, 25μM, 50μM, 75μM y 100μM de cada inhibidor (curcumina, dietil-carbamato 
y dietil-maleato), posteriormente el cultivo se incubó por ~12 h a 37°C, con los respectivos 
controles, células sin infectar sin tratamiento y células infectadas sin tratamiento. Los 
experimentos se hicieron por duplicado y se repitieron tres veces. El resultado se evaluó 
por Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA). 
Con los tres inhibidores, la concentración que más redujo la detección del antígeno viral fue 
la de 100μM (Figura 6). Se presentaron reducciones del 74%, 54% y 84% para curcumina, 
dietil-carbamato y dietil-maleato respectivamente, en comparación con células infectadas 
(C.I.) que no recibieron inhibidores de la vía NF-kB. Estas diferencias son altamente 
significativas (Tabla 1). Teniendo en cuenta que la concentración de 100μM en los tres 
fármacos, presentó el más alto porcentaje de reducción de la infección por rotavirus en las 
vellosidades, fue la concentración que se utilizó para evaluar los inhibidores en posteriores 
ensayos. 
Figura 6. Absorbancia de infección en las vellosidades infectadas tratadas con 
inhibidores específicos de NF-kB. Vellosidades infectadas con rotavirus y tratadas con 
inhibidores en diferentes concentraciones, cosechadas a las ~12 h.p.t. y revelados con 




































Tabla 1. Tratamiento estadístico para las concentraciones utilizadas para los tres 
inhibidores de NF-kB. M representa la media aritmética, D la diferencia porcentual frente 
al control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la significancia de esta diferencia.  
La significancia se graficó de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento 




Se evaluó la citotoxicidad de los reactivos a la concentración de 100μM, mediante el 
reactivo Azul Tripan. Para esto, se aislaron las vellosidades, se aplicó cada inhibidor y se 
cultivaron por 12h a 37°C, sin infectar con rotavirus (Figura 7). A las 0 h. el porcentaje de 
viabilidad fue de 98,5% para las vellosidades sin tratamiento (control negativo), 96% en 
células tratadas con H2O2 (control positivo), 97%, 96,5%, 97% para curcumina, dietil-
carbamato y dietil-maleato respectivamente (Tabla 2).  Al evaluar la viabilidad luego de 12 
h de cultivo con los inhibidores de la vía NF-kB, no presentó una variación mayor al 2,1% 
para los tres fármacos y la reducción para todos los casos no fue estadísticamente 
significativa, en comparación con el tiempo 0 h. Las vellosidades tratadas con H2O2 (0,1 
mM) luego de 12 h fue del 90% (Tabla 2), siendo altamente significativa respecto a 0 h.  
 
Figura 7. Viabilidad de vellosidades aisladas determinada por el método de exclusión 
con Azul Tripan. Las vellosidades previamente aisladas fueron tratadas con los diferentes 
fármacos en la concentración de 100μM por 12 h a 37ºC y posteriormente se adicionó el 
reactivo Azul Tripan en una dilución de 1:1 durante 1 minuto. Se usó como control negativo 





Concentraciones Curcumina (Cur) Dietil-Carbamato (DC) Dietil-Maleato (DM) 
M D (%) S  M % D (%) S M % D (%) S M % D (%) S 
0,615   
10 µM 0,340 44,77 * 0,414 32,61 * 0,480 22,00 ns 
25 µM 0,383 37,78 ns 0,393 36,07 * 0,441 28,34 ns 
50 µM 0,387 37,01 ns 0,408 33,71 * 0,304 50,51 * 
75 µM 0,469 23,67 ns 0,411 33,22 * 0,248 59,70 ** 
























 Inhibir la vía NF-kB reduce la producción de viriones (TLPs) en vellosidades 
aisladas de ratón ICR. 
Para los inhibidores en este ensayo se utilizó una concentración de 100μM, se infectaron 
vellosidades con rotavirus ECwt (MOI de 0.8), se cultivaron a 37°C y se cosecharon cada 
TRATAMIENTO 
% de células 
viables 
0 h. 
% de células viables 
12 h. 
M SD M SD D S 
Células sin 





Células con H2O2 
0,1mM 96,0% 0,00 9,5% 0,71 
90,1
% *** 









Dietil-Maleato (DM) 97,0% 1,41 95,5% 0,71 
1,55
% ns 
Tabla 2. Tratamiento estadístico de la Viabilidad de vellosidades aisladas determinada 
por el método de exclusión con Azul Tripan. M representa la media aritmética, SD La 
desviación estándar, D la diferencia porcentual comparando los valores a las 0 y 12 h.p.t. y 
S la significancia de los datos comparados en estos mismos tiempos.  S se graficó de 
acuerdo a las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); *= P<0.05 
(significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 (altamente significativo).  Los 






dos h (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 h). Los inhibidores se aplicaron 1 h.p.i. La producción de 
antígenos virales se determinó mediante las técnicas de ELISA e inmunocitoquimica. 
Primero se evaluó la producción neta de antígenos virales totales. Es decir, proteínas del 
virus, mediante anticuerpos, sin discriminar si corresponden a proteínas independientes o 
conformando el virión completo ya ensamblado (TLP).   
Al evaluar los antígenos cada dos h.p.i mediante la técnica de ELISA, se observó que los 
tres fármacos inhibidores de NF-kB, mostraron un comportamiento similar en la reducción 
de la infección a medida que pasa el tiempo (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 h) (Figura 8A). Hay 
diferencias significativas a partir de las 6 h.p.i., con un promedio de absorbancia para 
curcumina de 0,235; dietil-carbamato de 0,270; y dietil-maleato de 0,272 comparado con 
0,303 del C.I. Al transformar la absorbancia en porcentaje se disminuye la infección en 
22,6% para curcumina (muy significativo), 10,9% para dietil-carbamato (significativo) y 
10,2% para dietil-maleato (significativo) (Tabla 3). Este comportamiento inhibitorio de 
infección, va aumentado a través del tiempo y presentan su punto más alto, al final del 
ensayo con absorbancias de 0,180 a las 10 h.p.i. para curcumina y de 0,231 y 0,260 a las 
12 h.p.i., al tratar con los fármacos dietil-carbamato y dietil-maleato respectivamente, 
comparado con 0,403 del C.I. Al transformar la absorbancia en porcentaje se reduce el 
antígeno viral en un 50,1%(10 h) al tratar con curcumina, en un 42,7% (12 h) al tratar con 
dietil-carbamato; y en un 35,5%(12 h) al tratar con dietil-maleato, estadísticamente 
altamente significativo en los tres tratamientos (Tabla 3). En fotos representativas de 
inmunocitoquimica, también se observó disminución de la infección en comparación con el 
C.I. para cada uno de los inhibidores (Figura 8B).   
Figura 8. Porcentaje de Infección en las vellosidades infectadas tratadas con 
Inhibidores de NF-kB. Vellosidades infectadas con rotavirus y tratadas con inhibidores con 
concentración 100μM cosechadas a diferentes h.p.i. A. ELISA de captura utilizando 
anticuerpos anti-rotavirus y posteriormente se agregaron anticuerpos secundarios 
marcados con HRP. El sistema se reveló con OPD y fue evaluada su absorbancia a 490nm; 
como control positivo se usaron vellosidades infectadas en ausencia de tratamiento. B. 
fotografías representativas de inmunocitoquímica de la infección por rotavirus en 
vellosidades de ratón tratadas con inhibidores de NF-kB. C. Vellosidades previamente 
aisladas, infectadas, tratadas y lisadas fueron agregadas a nuevas vellosidades y se 





















































Curcumina (Cur) Dietilditiocarbamato (DC) Dietil Maleato (DM) 
M SD M SD 
D 
(%) 
S M SD 
D 
(%) 
S M SD D (%) S 
0 0,288 0,006 0,276 0,020 4,2 ns 0,306 0,003 6,4 ns 0,304 0,007 5,7 ns 
2 0,288 0,001 0,285 0,004 1,2 ns 0,303 0,018 5,2 ns 0,295 0,004 2,3 ns 
4 0,296 0,002 0,274 0,003 7,6 ns 0,261 0,012 12,0 ns 0,293 0,004 1,2 ns 
6 0,303 0,005 0,235 0,009 22,6 ** 0,270 0,001 10,9 * 0,272 0,011 10,2 * 
8 0,318 0,003 0,184 0,005 42,0 *** 0,206 0,003 35,1 *** 0,271 0,026 14,8 *** 
10 0,360 0,007 0,180 0,006 50,1 *** 0,249 0,021 30,8 *** 0,281 0,021 21,9 *** 
12 0,403 0,024 0,259 0,047 35,9 *** 0,231 0,013 42,7 *** 0,260 0,021 35,5 *** 
 
Tabla 3. Tratamiento estadístico (ELISA) para determinar la producción de antígenos 
virales de rotavirus en vellosidades infectadas y tratadas con curcumina, dietil-
carbamato y dietil-maleato. La significancia se graficó de acuerdo con las siguientes 
convencion: ns= P>0.05 (no significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy 
significativo); *** = P< 0.001 (altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por 










Los anteriores resultados nos dan información sobre la presencia de antígeno viral, pero no 
da información acerca de si los inhibidores están teniendo algún efecto en el ensamblaje 
de nuevas partículas virales con capacidad infecciosa. 
Con el fin de determinar si al inhibir la vía NF-kB se interfiere con el ensamblaje o se 
disminuye la síntesis de proteínas virales, sin afectar el ensamblaje, se realizó una re-
infección. Para este caso, el supuesto es: si se está interfiriendo con el ensamblaje del virus 
no se observaría reinfección debido a que no se forman viriones (TLPs), aunque haya 
proteínas individuales en el interior de la vellosidad y el ELISA sea positivo. Si, por el 
contrario, se afecta la síntesis de proteínas virales, pero estas lograran ensamblarse en 
viriones, al re-infectar se detectarían de nuevo los antigenos virales, puesto que solamente 
hay infección cuando hay viriones (TLPs). Para determinar esto, las vellosidades 





se congelaron y descongelaron tres veces, se hicieron diluciones del lisado viral y se re-
infectaron nuevas vellosidades con estas diluciones. Todas las vellosidades se cosecharon 
a las 12 h.p.i. y se revelaron por ELISA con anticuerpos anti-rotavirus (Figura 8C). 
Los resultados indican que los inhibidores disminuyeron la generación de viriones 
completos desde las 2 h.p.i. en comparación con el control de infección (C.I), con promedios 
de absorbancia para el C.I. de 0,147; para curcumina de 0,013; para Dietil-carbamato de 
0,014 y Dietil-maleato de 0,013.  Este promedio de absorbancia fue incrementando a través 
del tiempo, con la misma tendencia pero por debajo del C.I., pasando de 0,092 para 
curcumina, de 0,098 para dietil-carbamato y de 0,103 para dietil-maleato a las 6 h.p.t. hasta 
0,642 para curcumina, 0,670 para dietil-carbamato y 0,707 para dietil-maleato a las 12 h.p.t. 
(Figura 8C). Analizando estos tratamientos estadísticamente en todas las h.p.i. 0, 2, 4, 6, 8, 
10 y 12, siempre presentaron una diferencia altamente significativa al ser comparados con 
C.I. (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Tratamiento estadístico del porcentaje para ELISA de antígenos virales en 
re-infección. SD La desviación estándar, D la diferencia porcentual comparada frente al 
control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la significancia de esta diferencia. 
S se graficó de acuerdo a las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no significativo); * = 
P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 (altamente 











 La infección de vellosidades intestinales de ratones adultos ICR con rotavirus 
ECwt modifica la expresión de NF-kB. 
El resultado de la expresión de la proteína se evaluó por inmunofluorescencia y Western 
Blot con Ac. anti-pNF-kB (p50, ser 337, la forma activa que se transloca al núcleo) (Figura 
9A-C). Además, se observó fragmentación de ADN por medio de Hoechst a las 0 y 12 h.p.t. 
La proteína p50 de pNF-kB se analizó por inmunofluorescencia, tomando fotografías 
representativas en campo claro y fluorescente y analizando las fotografías mediante el 
programa ImageJ (plugins, cell counter) (Figura 9B). Este programa permite seleccionar el 
área de interés y sustraer el valor de la intensidad del fondo (background), para evitar 
errores en lectura debidos a la fluorescencia reflejada y los pixeles, que son transformados 
y expresados por el programa en una escala de 0 a 100, donde 0 representa ninguna 
florescencia y 100 la máxima intensidad. Estos resultados se expresaron como intensidad 
media de fluorescencia, tomando como control positivo la fluorescencia de células 
infectadas sin tratamiento (C.I.). Los resultados mostrados son por duplicado y del conteo 
de fotografías tomadas para cada tratamiento, en cada hora evaluada. 
En el análisis por inmunofluorescencia a través del tiempo (0 h, 6 h y 12 h.) del antígeno de 
pNF-kB en vellosidades no infectadas (C.S.I.), infectadas (C.I.) e infectadas y tratadas con 
los tres inhibidores (Figura 9A). Se encontró una intensidad media de fluorescencia 
constante a través del tiempo en C.S.I. de 20,2 (0 h), 22,4 (6 h) y 20,3 (12 h). En células 
infectadas, la intensidad media de fluorescencia aumentó con valores de 60,6 (0 h), 74,4 (6 
h) y 93,4 (12 h) (Tabla 5). La intensidad media de fluorescencia en las vellosidades tratadas 
con curcumina fue de 33,4 a las 0 h, 53,6 a las 6 h hasta 71,5 a las 12 h. Al transformar la 
intensidad media de fluorescencia en porcentajes se reduce a las 0 h un 44,9%, a las 6 h 
un 27,9% (altamente significativa) y a las 12 h un 23,5% (muy significativa) con respecto a 
C.I. Los tratamientos con dietil-carbamato presentaron porcentajes de reducción de la 
proteína con respecto a C.I. con variaciones altamente significativa a las 0 h (74,5%) y 6 h 
(30,5%) e intensidad media de fluorescencia de 15,4 y 51,7 respectivamente y muy 
significativa a las 12 h (23,3%) con intensidad media de fluorescencia de 71,7 (Figura 9A). 





29,7; a las 6 h de 53,1 y de 72,4 a las 12 h. Al transformar la intensidad de fluorescencia en 
porcentajes a C.I. se reduce a las 0 h un 51,0% (altamente significativo), a las 6 h 28,7% 
(altamente significativo) y a las 12 h un 22,5% (muy significativa) (Tabla 5). La misma 
tendencia observada en la inmunofluorescencia, se obtuvo al analizar la expresión del 
antígeno pNF-kB, mediante la técnica de inmunocitoquímica: los inhibidores disminuyen la 
presencia de antígeno rotaviral a través del tiempo (0, 6 y 12 h), al tratar con curcumina, 
dietil-carbamato y dietil-maleato (Figura 8B (B1). (Tabla 5). 
Otra técnica para evaluar la expresión de la proteína de pNF-kB fue por Western blot (Figura 
9C). Las cantidades de proteína que se usaron para hacer el western blot se 
homogenizaron, realizando electroforesis previas. Se observa que a las 12 h.p.i. hay una 
banda evidente en las vellosidades infectadas y esta banda se disminuye cuando se 
adiciona los inhibidores de p50, utilizando el anticuerpo anti-pNF-kB. La técnica de revelado 
fue igual para toda la membrana y se detuvo el revelado una vez aparecieron las bandas 
en las células infectadas a las 12 h.p.i. 
Figura 9. NF-kB modifica su expresión en vellosidades intestinales de ratones adultos 
ICR infectadas con rotavirus ECwt y tratadas con inhibidores. A. B. C. Vellosidades 
infectadas con rotavirus y tratadas con inhibidores en concentración 100μM cosechadas en 
diferentes h.p.t A. Revelados en inmunofluorescencia con anticuerpos policlonales contra 
pNF-kB. B. fotos representativas Ag viral y pNF-kB, reveladas con inmunocitoquimica con 
Ac. anti-rotavirus de vellosidades sin infectar, infectadas e infectadas y tratadas (B1), fotos 
representativas técnica de inmunofluorescencia con Ac. Anti-pNF-kB en vellosidades 
cosechadas a diferentes h.p.t. 0, 6 y 12 (B2), fotos representativas analizadas con Hoechst 



































































 Aplicando inhibidores de NF-kB, antes o después de la infección, se disminuye 
la detección de antígenos virales.  
Se analizó si los inhibidores de NF-kB tienen efecto similar o diferente al utilizarlos antes 
(AI) o después (DI) de infectar con rotavirus, Para este ensayo, se utilizó la concentración 
de 100μM para los inhibidores, se infectaron vellosidades con rotavirus ECwt (MOI de 0.8) 
y se cultivaron a 37°C durante 12h. En un ensayo, las vellosidades aisladas se infectaron 
por 1 h a 37°C y se aplicaron los inhibidores de la vía NF-kB. En el otro ensayo, las 
vellosidades fueron primero tratadas con los inhibidores por ~1 h a 37°C y luego infectadas 





Intensidad media de fluorescencia  NF-kB 




0 60,6 2,82 
 
 6 74,4 4,00 




0 20,2 4,74 66,6 *** 
 6 22,4 4,28 69,9 *** 
 12 20,3 4,85 78,2 *** 
 Curcumina 
(Cur) 
0 33,4 5,86 44,9 *** 
 6 53,6 8,83 27,9 *** 
 12 71,5 1,85 23,5 ** 
 Dietil-Carbamato 
(DC) 
0 15,4 2,16 74,5 *** 
 6 51,7 4,27 30,5 *** 
 12 71,7 2,09 23,3 ** 
 Dietil-Maleato 
(DM) 
0 29,7 6,01 51,0 *** 
 6 53,1 3,92 28,7 *** 
 12 72,4 3,18 22,5 ** 
 
Tabla 5. Tratamiento estadístico del Conteo del porcentaje intensidad media de 
fluorescencia en las Vellosidades infectadas y tratadas con inhibidores de NF-kB para 
pNF-kB. M representa la media aritmética, SD La desviación estándar, D, D la diferencia 
porcentual frente al control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la significancia 
de esta diferencia.  S se graficó de acuerdo a las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento fue 





cosechados a diferentes h.p.i. (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12h) con los respectivos controles y 
analizadas por las técnicas de ELISA (Figura 10A) e inmunofluorescencia (Figura 10B). 
Para determinar el aumento o disminución en la expresión de la proteína pNF-kB por 
inmunofluorescencia, se realizó un conteo de la intensidad media de fluorescencia sobre 
las láminas, con ayuda del programa ImageJ.  
En el análisis del antígeno viral por la técnica de ELISA, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas, en las curvas del antígeno rotaviral cotejado AI y DI de los 
tratamientos con curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato a las diferentes h.p.t. (0, 2, 4, 
6, 8, 10 y 12h) (Figura 10A). En tiempo 0, la absorbancia antes (AI) o después (DI) de la 
infección fue de 0,276 (AI) - 0,276 (DI), para curcumina; 0,291 (AI) - 0,286 (DI) para dietil-
carbamato; y 0,289 (AI) - 0,281 (DI) para dietil-maleato (Tablas 6 - 8).). En células infectadas 
sin tratamiento, en tiempo 0, la absorbancia fue de 0,288.  La reducción más significativa 
fue a las 10 h.p.t con absorbancia de 0,211 (AI) y 0,180 (DI), al tratar con curcumina. Al 
convertir la absorbancia a porcentaje equivale a una disminución del 41,5% y 50,1% 
respectivamente, al comparar con 0,360 de absorbancia de las células infectadas (C.I) sin 
tratamiento con los inhibidores de la via NF-kB. (Tabla 6); estadísticamente es muy 
significativo en los dos casos. 
A las 12 h.p.t para el fármaco dietil-carbamato, la absorbancia fue de 0,231 DI y 0,259 AI y 
en las vellosidades infectadas sin tratamiento la absorbancia fue de 0,360.  Al transformar 
la absorbancia a porcentajes equivale a una reducción de 42,7% DI y 35,9% AI, siendo 
estadísticamente muy significativo en los dos casos (Tabla 7). En el caso de dietil-maleato 
en relación al tiempo y mayor reducción en antígenos virales fue a las 12 h, 0,260 DI y 0,276 
AI. Al transformarlo a porcentaje hay una disminución de 35,5% - 31,6%, muy significativo 






Tabla 6. Tratamiento estadístico (ELISA) para determinar la producción de antígenos 
virales de rotavirus en vellosidades infectadas y tratadas con curcumina AI y DI. La 
significancia se graficó de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo). Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento 
fue repetido 3 veces. 
 
 
Tabla 7. Tratamiento estadístico (ELISA) para determinar la producción de antígenos 
virales de rotavirus en vellosidades infectadas y tratadas con dietil-carbamato AI y 
DI. La significancia se graficó de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento 
fue repetido 3 veces.  
 




Dietil-carbamato después de 
infectar (DC DI) 
Dietil-carbamato antes de 
infectar (DC AI) 
DC  
DI/AI 
M SD D(%) S M SD D (%) S M SD D (%) S S 
0 0,288 0,006 
 
0,291 0,003 1,2 ns 0,286 0,006 0,7 ns ns 
2 0,288 0,001 0,283 0,018 1,7 ns 0,284 0,006 1,6 ns ns 
4 0,296 0,002 0,261 0,012 12,0 ns 0,274 0,004 7,6 ns ns 
6 0,303 0,005 0,270 0,001 10,9 * 0,280 0,002 7,8 ns ns 
8 0,318 0,003 0,206 0,003 35,1 *** 0,224 0,006 29,6 *** ns 
10 0,360 0,007 0,249 0,021 30,8 *** 0,235 0,015 34,9 *** ns 
12 0,403 0,024 0,231 0,013 42,7 *** 0,259 0,047 35,9 *** ns 




Curcumina después de infectar 
(Cur DI) 




M SD D (%) S M SD D (%) S M SD D (%) S S 
0 0,288 0,006 
 
0,276 0,020 4,2 ns 0,276 0,007 4,2 ns ns 
2 0,288 0,001 0,285 0,004 1,2 ns 0,275 0,006 4,7 ns ns 
4 0,296 0,002 0,274 0,003 7,6 ns 0,260 0,014 12,2 ns ns 
6 0,303 0,005 0,235 0,009 22,6 ** 0,232 0,002 23,6 ** ns 
8 0,318 0,003 0,184 0,005 42,0 *** 0,219 0,016 31,2 *** ns 
10 0,360 0,007 0,180 0,006 50,1 *** 0,211 0,019 41,5 *** ns 






Tabla 8. Tratamiento estadístico (ELISA) para determinar la producción de antígenos 
virales de rotavirus en vellosidades infectadas y tratadas con dietil- maleato AI y DI. 
La significancia se graficó de acuerdo con las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento 




Figura 10. Los inhibidores de NF-kB afectan de manera similar cuando se adicionan 
antes y después de infectar con rotavirus. Vellosidades de ratones inoculadas con 
rotavirus ECwt por 1 h a 37°C, después se distribuyó la solución de vellosidades–virus en 
en placa de 96 pozos, y se realizaron tratamientos con 100μM de cada inhibidor por 
duplicado, otras vellosidades fueron primero inoculadas con los inhibidores durante 1 h a 
37°C y luego infectadas con el rotavirus. Los dos tratamientos fueron incubando a 37°C y 
cosechados a diferentes h.p.t. con los respectivos controles. A. análisis de antígeno 
rotaviral con Ac. anti-rotavirus por ELISA AI y DI. B. Análisis del a proteína NF-kB en con 










Dietil Maleato después de 
infectar (DM DI) 




M SD D (%) S M SD D (%) S M SD D (%) S S 
0 0,288 0,006 
 
0,289 0,007 0,7 ns 0,281 0,008 2,4 ns ns 
2 0,288 0,001 0,288 0,004 0,0 ns 0,280 0,006 3,0 ns ns 
4 0,296 0,002 0,293 0,004 1,2 ns 0,260 0,014 7,4 ns ns 
6 0,303 0,005 0,272 0,011 10,2 * 0,227 0,005 15,3 ns ns 
8 0,318 0,003 0,271 0,026 14,8 *** 0,240 0,014 16,9 *** ns 
10 0,360 0,007 0,281 0,021 21,9 *** 0,271 0,010 24,7 *** ns 

















La expresión de la proteína pNF-kB AI y DI, también se evaluó por inmunofluorescencia, 
siguiendo los parámetros anteriormente mencionados para esta técnica y evaluando la 
intensidad de fluorescencia. Al tratar las vellosidades con curcumina, dietil-carbamato y 
dietil-maleato previamente a la infección, se observó una disminución en la intensidad 
media de fluorescencia en cada una de las h.p.t. (0, 6 y 12 h), con respecto a C.I. sin 
tratamiento (Figura 10B). Los valores de intensidad media de fluorescencia obtenidos en 
vellosidades no infectadas fueron de 20,2 (0h), 22,4 (6h) y 20,3 (12h) (Tabla 9).  
Con los inhibidores de la vía NF-kB todos presentando reducción de expresión de pNF-kB. 
Los porcentajes a las 0 y 6 h.p.t con curcumina fueron en un 41,6% y 28,7% (6 h), con dietil-
carbamato de 73,7% (0 h), 33,5% (6 h) y al usar dietil-maleato fueron de 50,0% (0 h), 34,1% 
(6 h) todos con diferencias estadísticamente muy significativas al comparar con C.I. sin 







23,5% al usar curcumina, de 22,4% con dietil-carbamato y de 23,5% con dietil-maleato, 
respecto a C.I. sin tratamiento (Tabla 9). Significancia similar se obtuvieron al infectar las 
vellosidades y posteriormente al tratar con los tres inhibidores al paso del tiempo (0, 6 y 12 
h.p.t.). Una variación estadísticamente muy significativa para los tres inhibidores a las 0 y 6 
h.p.t y significativa a las 12 h.p.t. ver tabla 9. 
 
Tabla 9. Tratamiento estadístico del Conteo del porcentaje intensidad media de 
fluorescencia en las Vellosidades infectadas y tratadas con inhibidores de NF-kB 
para pNF-kB AI y DI.  M representa la media aritmética, SD La desviación estándar, D la 
diferencia porcentual frente al control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la 
significancia de esta diferencia.  S se graficó de acuerdo a las siguientes convenciones: ns= 
P>0.05 (no significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 
0.001 (altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el 
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6 74,4 4,00  DI 15,4 2,16 74,5 ***  












0 20,2 4,74 66,6 *** 
 
 DI 51,7 4,27 30,5 *** 
 












12 20,3 4,85 78,2 *** 
 
























DI 33,4 5,86 44,9 *** 
 



















DI 53,6 8,83 27,9 *** 
 


















 ns DI 71,5 1,85 23,5 ** 
 






8.4.1 Los inhibidores específicos de NF-kB en vellosidades intestinales de ratón ICR 
alteran la expresión de la proteína PPARγ. 
Para determinar si al inhibir pNF-kB con curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato en 
vellosidades de ratón, altera la expresión de proteínas celulares relacionadas con NF-kB, 
se evaluó mediante las técnicas de inmunofluorescencia y Western Blot las proteínas 
celulares PPARγ y COX-2. No se observaron diferencias significativas al analizar AI o DI. 
Por lo tanto, se optó por analizar las proteínas PPARγ y COX-2 solamente cuando se infecta 
primero y luego se trata con los inhibidores (Figura 11,12). 
PPARγ regula la respuesta inflamatoria, interfiriendo con la translocación al núcleo de NF-
kB [18]. Para su análisis se realizó la técnica de Inmunofluorescencia y Western Blot según 
los parámetros descritos con anterioridad para estas técnicas (Figura 11 A, C).  Los 
resultados en Inmunofluorescencia se reportaron como intensidad media de fluorescencia 
(Figura 11 A). Para el conteo se evaluaron 10 fotografías representativas para cada 
tratamiento, en las diferentes concentraciones mediante el programa ImageJ, usando como 
control negativo vellosidades que no habían sido infectadas, ni tratadas (C.S.I.) y como 
control positivo vellosidades infectadas sin tratamiento (C.I.) (Figura 11B). 
El C.S.I. presentó una expresión basal similar en las diferentes horas evaluadas (20,2 a las 
0 h, 22,4 a 6 h y 20,3 a las 12 h) y este valor aumentó de manera altamente significativa 
cuando las células se infectaron (Figura 11A) en un 66,6%, con una intensidad media de 
fluorescencia de 60,6 a las 0 h.p.t., incrementado a medida que pasó el tiempo hasta 78,2% 
(intensidad media 93,4) a las 12 h.p.t. (Tabla 10). El tratamiento con curcumina presentó 
valores de 41,2 a las 0 h.p.t., 53,1 a las 6 h.p.t. y 68,4 a las 12 h.p.t., con diferencias muy 
significativos de 32,0%, 28,7% a las 0 y 6 h.p.t. y significativos a las 12 h.p.t. de 26,8%, al 
compararse con C.I. Al tratar las vellosidades con dietil-carbamato se observaron valores 
de intensidad media a las 0, 6 y 12 h.p.t. de 23,6, 60,9 y 79,0, con diferencias 
estadísticamente muy significativas de 61,1% (0h), altamente significativa de 18,1% (6h) y 
significativa de 15,5% (12h) comparados con C.I. Para dietil-maleato se obtuvieron 
tendencias similares en variación a dietil-carbamato, con valores en fluorescencia a las 0, 





(altamente significativa) y 11,6%, (significativa) respectivamente comparados con C.I. 
(Tabla 10). Por otro lado, al comparar las fotos representativas de inmunocitoquimica se 
observó la disminución de la infección en comparación con el C.I. para cada uno de los 
inhibidores (Figura 12B).    
 
Figura 11. PPARγ modifica su expresión al tratar con inhibidores de NF-kB las 
vellosidades de ratón ICR infectadas con rotavirus. Vellosidades de ratones inoculadas 
con rotavirus ECwt por 1 h a 37°C, después se distribuyó la solución de vellosidades–virus 
en en placa de 96 pozos, y se realizaron tratamientos con 100μM de cada inhibidor por 
duplicado, Los tratamientos fueron incubados a 37°C y cosechados a diferentes h.p.t. con 
los respectivos controles. A. Análisis de la expresión de la proteína PPARγ con Ac. anti-
PPARγ por inmunofluorescencia en vellosidades de ratón ICR. Tratadas con inhibidores de 
NF-kB B. Fotos representativas reveladas con inmunocitoquimica con Ac. anti-rotavirus de 
vellosidades sin infectar, infectadas e infectadas y tratadas, fotos representativas técnica 
de inmunofluorescencia con Ac. anti- PPARγ en vellosidades cosechadas a diferentes h.p.t. 
0, 6 y 12, fotos representativas analizadas con Hoechst para observar fragmentación de 

























































Otra técnica para evaluar la expresión de la proteína de PPARγ fue por Western blot (Figura 
11C). Las cantidades de proteína que se usaron para hacer el western blot se 
homogenizaron realizando electroforesis previas. Se observó que a las 12 h.p.i., hay una 
banda evidente en las vellosidades infectadas y esta banda se disminuye cuando se 
adiciona los inhibidores de NF-kB, utilizando el anticuerpo anti PPARγ. La técnica de 
revelado fue igual para toda la membrana y se paró el revelado, una vez aparecieron las 




Los inhibidores específicos de NF-kB en vellosidades intestinales de raton ICR alteran la 







Intensidad media de fluorescencia  PPRy 
M SD D (%) S 
Células Infectadas 
(C.I.) 
0 60,6 2,82 
 
 6 74,4 4,00 




0 20,2 4,74 66,6 *** 
 6 22,4 4,28 69,9 *** 
 12 20,3 4,85 78,2 *** 
 Curcumina 
(Cur) 
0 41,2 6,26 32,0 *** 
 6 53,1 3,58 28,7 *** 
 12 68,4 6,25 26,8 ** 
 Dietil-Carbamato 
(DC) 
0 23,6 9,14 61,1 *** 
 6 60,9 4,96 18,1 ** 
 12 79,0 5,47 15,5 * 
 Dietil-Maleato 
(DM) 
0 23,7 6,61 60,9 *** 
 6 54,9 3,35 26,2 ** 
 12 82,6 4,91 11,6 * 
 
Tabla 10. Tratamiento estadístico del Conteo del porcentaje intensidad media de 
fluorescencia en las Vellosidades infectadas y tratadas con inhibidores de NF-kB para 
PPARγ. M representa la media aritmética, SD La desviación estándar, D la diferencia 
porcentual frente al control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la significancia de 
esta diferencia.  S se graficó de acuerdo a las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 (altamente 






8.4.2 Los inhibidores específicos de NF-kB en vellosidades intestinales de 
ratón ICR alteran la expresión de la proteína COX-2. 
Se ha encontrado que NF-kB interfiere en la infección causada por rotavirus, mediante la 
regulación de factores necesarios para la infección como la proteína COX-2 [118]. Por tal 
motivo, se evaluó la variación en la expresión de esta proteína en vellosidades aisladas e 
infectadas con rotavirus y en vellosidades infectadas y posteriormente tratadas a diferentes 
h.p.t. (0, 6 y 12), usando las técnicas de Inmunofluorescencia y Western Blot, según los 
parámetros descrito con anterioridad para estas técnicas. Los resultados para la 
inmunofluorescencia se reportaron como intensidad media de fluorescencia (Figura 12A), a 
partir del conteo de 10 fotografías representativas, mediante el programa ImageJ (Figura 
12B).  
La medición de la intensidad media de fluorescencia, que expresaba la proteína COX-2 a 
las 0, 6 y 12 h.p.t. para C.S.I., fue de 20,2, 22,4 y 20,3 respectivamente y este valor aumentó 
en 60,6 (0h), 74,4 (6h) y 93,4 (12) cuando las vellosidades fueron infectadas, presentando 
diferencias muy significativas de 66,6%, 69,9% y 78,2% respectivamente (Figura 12A). La 
intensidad media de fluorescencia con curcumina fue 45,1 (0h), 40,0 (6h) y 67,6 (12h) con 
porcentajes de disminución a las 0 h.p.t. de 25,6% (altamente significativo), a las 6 h.p.t. de 
46,2% (muy significativo) y a las 12 h.p.t. de 27,7% (altamente significativo), todo con 
respecto a C.I. El inhibidor de NF-kB dietil-carbamato, presentó valores de intensidad media 
a las 0, 6, 12 h.p.t de 47,5, 65,0 y 72,6, con disminución respecto al C.I. de 21,7%, 12,6% 
y 22,3% correspondientemente, siendo el primero y ultimo estadísticamente muy 
significativos, mientras que a las 6 h.p.t. presentó cambios significativos. Al tratar las 
vellosidades con dietil-maleato se obtuvieron valores a las 0 h.p.t. de 43,6 con disminución 
en la expresión de la proteína muy significativa de 28,0%; a las 6 h.p.t. el incremento de 
intensidad media de fluorescencia fue de 61,3 con reducción estadísticamente significativo 
de 17,6% y a las 12 h.p.t. con valor de 70,6 de intensidad media con diferencias altamente 
significativas de 24,5%, todos comparados con C.I. (Tabla 11).  
Otra técnica para evaluar la expresión de la proteína de COX-2 fue por Western blot (Figura 





y esta banda se disminuye cuando se adicionan los inhibidores de NF-kB, utilizando el 
anticuerpo anti-COX2. 
 
Figura 12. La proteína COX-2 modifica su expresión al tratar con inhibidores de NF-
kB las vellosidades de ratón ICR infectadas con rotavirus. Vellosidades de ratones 
inoculadas con rotavirus ECwt por 1 h a 37°C, después se distribuyó la solución de 
vellosidades–virus en en placa de 96 pozos, y se realizaron tratamientos con 100μM de 
cada inhibidor por duplicado, Los tratamientos fueron incubados a 37°C y cosechados a 
diferentes h.p.t. con los respectivos controles. A. Análisis de la expresión de la proteína 
COX-2 con Ac. anti-COX-2 por inmunofluorescencia en vellosidades de ratón ICR. Tratadas 
con inhibidores de NF-kB B. Fotos representativas reveladas con inmunocitoquimica con 
Ac. anti-rotavirus de vellosidades sin infectar, infectadas e infectadas y tratadas, fotos 
representativas técnica de inmunofluorescencia con Ac. anti-COX-2 en vellosidades 
cosechadas a diferentes h.p.t. 0, 6 y 12, fotos representativas analizadas con Hoechst para 
observar fragmentación de ADN. C. Resultados analizados con Western Blot con 










































Tabla 11. Tratamiento estadístico del Conteo del porcentaje intensidad media de 
fluorescencia en las Vellosidades infectadas y tratadas con inhibidores de NF-kB 
para COX-2. M representa la media aritmética, SD La desviación estándar, D la diferencia 
porcentual frente al control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la significancia 
de esta diferencia.  S se graficó de acuerdo a las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento 
fue repetido 3 veces. 
 
 
Al igual que la evaluación de las proteínas NF-kB y PPARγ, al cotejar las fotos 
representativas de inmunocitoquimica, se observa la disminución de la infección en 
comparación con el C.I. para cada uno de los inhibidores, comparadas con fotos de 
inmunofluorescencia donde se observa reducción en la expresión de la proteína COX-2 con 





Intensidad media de fluorescencia COX 




0 60,6 2,82 
 
 6 74,4 4,00 




0 20,2 4,74 66,6 *** 
 6 22,4 4,28 69,9 *** 
 12 20,3 4,85 78,2 *** 
 Curcumina 
(Cur) 
0 45,1 6,51 25,6 ** 
 6 40,0 6,38 46,2 *** 
 12 67,6 7,28 27,7 ** 
 Dietil-Carbamato 
(DC) 
0 47,5 2,66 21,7 ** 
 6 65,0 5,97 12,6 * 
 12 72,6 2,47 22,3 ** 
 Dietil-Maleato 
(DM) 
0 43,6 3,74 28,0 *** 
 6 61,3 3,78 17,6 * 






 Los inhibidores específicos de NF-kB en vellosidades intestinales de ratón ICR 
alteran la expresión de especies reactivas de oxígeno.  
Para determinar si las especies reactivas de oxígeno ROS, cambian en Vellosidades 
infectadas con rotavirus y luego ser tratadas con los inhibidores de NF-kB (curcumina, dietil-
carbamato y dietil-maleato), en concentración de 100μM se cosecharon a diferentes horas 
(0, 6 y 12 h.p.t.)  y se utilizó el Kit Oxidative Stress, se tomaron fotografías en el microscopio 
Van Guard utilizando una lente 100X. Se analizó a través de fluorescencia los cambios de 
ROS en los diferentes tratamientos en células infectadas, comparando con los respectivos 
controles (Figura 13). Para poder expresar y determinar el aumento o disminución en la 
expresión de ROS, los resultados se reportaron como intensidad media de fluorescencia 
(Figura 13A) a partir del conteo de 10 fotografías representativas, mediante el programa 
ImageJ (Figura 13B).  
Vellosidades sin infectar (C.S.I.) presentaron intensidad media de fluorescencia 20,50, 
22,41 y 23,58 a las 0, 6, 12 h.p.t. respectivamente, lo que equivale transformado a 
porcentajes a 76,64%, 76,37% y 75,22%, en la reducción de la expresión de ROS en 
comparación con células infectadas y no tratadas (C.I.), el cual presento intensidades de 
fluorescencias de 87,74, 94,84 y 95,15 a las 0, 6, y 12 h.p.t. respectivamente (Tabla 12). La 
intensidad media de florescencia para ROS en células tratadas con curcumina a las 0, 6 y 
12 h.p.t. fue de 34,21, 41,38 y 49,67, la cual representa porcentualmente una reducción en 
la expresión de ROS de 61,01%, 56,37% y 47,80% respectivamente, comparada con el C.I. 
(Figura 13A), con varianza muy significativa en la reducción con el tratamiento en las h.p.t. 
evaluadas. Caso similar presenta la evaluación de células tratas con dietil-carbamato en 
significancia estadística, presentando intensidad media de fluorescencia 41,29, 42,58 y 
49,97 a las 0, 6 y 12 h.p.t. correspondientemente, equivalente porcentualmente a una 
reducción de la expresión de ROS de 52,94%, 55,11% y 47,49%, estadísticamente muy 
significativo en las diferentes h.p.t.(0, 6 y 12h), en comparación con C.I.. Para dietil-maleato 
la reducción en la expresión de ROS fue estadísticamente muy significativo a las 0, 6 y 12 
h.p.t con porcentajes 70,79%, 49,86% y 45,36%, en la reducción de la expresión de ROS 
(Figura 13A) y una intensidad media de fluorescencia de 25,63, 47,56 y 52,00 





 Figura 13. La expresión de las especies reactivas de oxígeno (ERO o “ROS”) cambian 
al tratar con inhibidores de NF-kB en Vellosidades infectadas con rotavirus. A. 
Vellosidades infectadas con rotavirus y luego tratadas con inhibidores, se utilizó el Kit 
Oxidative Stress, las Vellosidades se fijaron con paraformaldehido al 4%, se incubaron a 
37°C, se se lavaron con PBS y finalmente se fotografiaron en el microscopio Van Guard 
utilizando una lente 100X. B. Revelados por inmunofluorescencia de la producción de 
especies reactivas de oxigeno (ROS o EROs) con el dihidroetidio (DHE) en vellosidades 


























Tabla 12. Tratamiento estadístico del Conteo del porcentaje intensidad media de 
fluorescencia en las Vellosidades infectadas y tratadas con inhibidores de NF-kB 
para ROS. M representa la media aritmética, SD La desviación estándar, D la diferencia 
porcentual frente al control de células infectadas sin ningún tratamiento y S la significancia 
de esta diferencia.  S se graficó de acuerdo a las siguientes convenciones: ns= P>0.05 (no 
significativo); *= P<0.05 (significativo); ** = P<0.01 (muy significativo); *** = P< 0.001 
(altamente significativo).  Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento 











Intensidad media de fluorescencia  ROS 
M SD D (%) S 
Células Infectadas 
(C.I.) 
0 87,74 4,20 
 
 6 94,84 2,16 




0 20,50 1,87 76,64 ** 
 6 22,41 2,06 76,37 ** 
 12 23,58 2,08 75,22 ** 
 Curcumina 
(Cur) 
0 34,21 2,77 61,01 ** 
 6 41,38 1,92 56,37 ** 
 12 49,67 0,82 47,80 ** 
 Dietil-Carbamato 
(DC) 
0 41,29 1,40 52,94 ** 
 6 42,58 0,97 55,11 ** 
 12 49,97 5,52 47,49 ** 
 Dietil-Maleato 
(DM) 
0 25,63 1,80 70,79 ** 
 6 47,56 0,71 49,86 ** 





0 73,22 4,95 
 ns 6 94,62 1,45 





9 DISCUSIÓN DE RESULTADOS. 
Estudios previos han indicado que los rotavirus en general dependen de la maquinaria 
celular, generando y beneficiándose de ambientes oxidativos y procesos pro-inflamatorios 
para poder infectar y replicarse [7, 8, 15, 119]. Asimismo se ha estudiado una gran variedad 
de fármacos, especialmente agentes que actúen en los cambios de reacciones redox a nivel 
celular, tales como vitamina C, ibuprofeno, diclofenaco, NAC y agonistas de PPARγ, que 
reportan una disminución en la infección por rotavirus [7, 8, 15, 17, 22]. Adicionalmente se 
ha reportado que el agonistas pioglitazona al activar el receptor PPARγ, altera la cascada 
de señalización necesarios para la infección causada por rotavirus [17], a través de su 
acción inhibitoria natural sobre NF-kB [7, 17, 120]. El factor de transcripción NF-kB está 
implicado en la síntesis de prostaglandinas y se ha reportado que son necesarias para la 
infección por rotavirus en células caco-2 [7, 121].   
Reportes anteriores ya habían implicado a la molécula NF-kB en la infección por rotavirus 
e igualmente con otros virus; además se han estudiado las moléculas relacionadas con NF-
kB, como PPARγ y COX-2 [6, 7, 16-18, 23, 119, 120], pero pocas veces se ha estudiado 
directamente la proteína NF-kB en la infección por rotavirus, utilizando fármacos que 
tuvieran acción sobre la molécula.  
Para hallar la concentración con mayor efecto inhibitorio, sobre la infección de rotavirus 
ECwt en vellosidades intestinales de ratón ICR, se evaluaron varias concentraciones 
(10μM, 25μM, 50μM, 75μM y 100μM) para los tres inhibidores; se encontró que 100μM en 
los tres inhibidores fue la que presentó los mayores porcentajes en reducción de la infección 
(Figura 6 y Tabla 1). Concentraciones mayores presentaron reducción de la infección 
(ANEXO A, C y E), pero con un porcentaje elevado en muerte celular (ANEXO B, D y F), 
probablemente por la toxicidad aumentada en las concentraciones de los diluyentes (DMSO 
o Metanol). Esta concentración de 100μM utilizada en las vellosidades intestinales extraídas 
de ratón ICR no presentó citotoxicidad significativa al cabo de las 12 h.p.t (Figura 7), al 
examinar a través de la técnica de azul de tripan, ya que la variación en los tres inhibidores 
no superó el 2,1% de vellosidades no viables, con los tratamientos después de las 12 h.p.t. 





inhibiendo o interfiriendo sobre la infección vírica en vellosidades aisladas. En el conteo se 
tuvo en cuenta vellosidades y no enterocitos desprendidos, porque en literatura se conoce 
que pasada dos horas luego de ser desprendidas de la vellosidad, entran en muerte celular 
programada (apoptosis) denominada “anoikis” [58, 122].  
La forma en como los inhibidores actúan sobre NF-kB es evitando su activación, 
específicamente bloqueando cascada abajo su fosforilación, inhibiendo la translocación al 
núcleo de la proteína 50 (p50-NF-kB) [99, 107, 111], por lo que se evaluó la expresión de 
dicha proteína cuando está se encontraba fosforilda (pNF-kB), es decir su forma activa en 
vellosidades infectadas con rotavirus y tratadas con los inhibidores (curcumina, dietil-
carbamato y dietil-maleato). La proteína 50-pNF-kB se evaluó mediante técnicas como 
inmunofluorescencia (intensidad media de fluorescencia) y Western Blotting. Se encontró 
que los inhibidores disminuyen la intensidad media de fluorescencia, así mismo como la 
cantidad de proteína observado por WB, comparado con las células infectadas sin 
tratamiento (Figura 9A, C), sugiriendo una disminución de manera directa o indirecta como 
antioxidante en la expresión y actividad de pNF-kB. El aumento de pNF-kB coincide con la 
infección de rotavirus y la disminución de pNF-kB con la menor detección de los antígenos 
virales, cuando las vellosidades infectadas se tratan con los inhibidores de NF-kB (Figura 
9B). No se sabe si esto ocurre porque el rotavirus induce directamente a NF-kB o la célula 
aumenta su expresión como mecanismo de defensa contra la infección. Sin embargo, dado 
que la infección disminuye al disminuir la expresión de pNF-kB, por el tratamiento con los 
inhibidores, es probable que el virus se esté beneficiando por la reacción de la célula que 
activa mecanismos pro-inflamatorios, como se ha evidenciado en varios virus [123], como 
es el caso del virus VIH-1 [124, 125], virus Epstein-Barr [126], virus de influenza (gripe) 
[127] entre otros virus [128]. La idea de que el rotavirus se beneficia de la actividad 
bioquímica pro-inflamatoria, es apoyada por los resultados obtenidos con ROS. Al evaluar 
ROS se encontró que aumenta con la infección de rotavirus y disminuye su expresión, 
cuando las células infectadas se tratan con los inhibidores de NF-kB (Figura 13A). Es 
probable que el rotavirus induzca la expresión de ROS, aunque se desconoce el mecanismo 
o que la célula aumente la expresión de pNF-kB, como defensa antiviral y el aumento de 





NF-kB y que los genes blanco de NF-kB atenúan la sobreexpresión de ROS [129-131]. Esto 
sugiere que rotavirus ha co-evolucionado en diferentes estrategias para beneficiarse con la 
respuesta inflamatoria y lo utiliza para hacer más eficiente su replicación [10]. Se sabe por 
estudios que el rotavirus en su etapa temprana de infección, necesita bloquear la respuesta 
inmune innata en la célula huésped, como se ha confirmado en diferentes estudios donde 
la proteína no estructura NSP1 de rotavirus humano del grupo A, contiene un motivo de 
reconocimiento C-terminal (DSGxS) para la proteína que contiene repeticiones β-
transductoras (β-TrCP) [132]. Esta característica permite a NSP1 antagonizar las vías de 
señalización de IFN, al interactuar con el inhibidor de NF-kB dependiente de la degradación 
en el proteosoma por β-TrCP [133, 134] y evitar así la respuesta celular. Así mismo la 
evidencia en el aumento en la expresión de la proteína al final del experimento, puede estar 
ligado a reportes que señalan que rotavirus utiliza a NSP4 para ejercer, al parecer, la 
interrupción del equilibrio redox, induciendo la superóxido dismutasa mitocondrial 
(MnSOD), a través de la activación del factor NF-kB por ROS [135], además el desequilibrio 
redox también es una afección desde y en el retículo endoplasmático [136, 137], donde el 
rotavirus utiliza la maquinaria celular para el plegamiento de proteínas en la replicación y 
generación de nuevos viriones. Esto se deduce porque al evaluar la formación de partículas 
virales en las vellosidades infectadas o infectadas y tratadas con los inhibidores de NF-kB, 
mediante la reinfección, se encontró que disminuye el número de partículas virales 
infecciosas, pero no se suprime (Figura 8C). Es decir, el virus se ensambla, pero menos 
eficientemente, sugiriendo que el ambiente oxidativo, generado por NF-kB y ROS facilita de 
alguna manera el ensamblaje viral. No se evaluó si se afecta la replicación, la trascripción 
o la síntesis de proteínas virales. Tampoco se estudió la acción de los inhibidores sobre la 
fosforilación o ubiquitinación del complejo IkB kinasa inhibidor natural de NF-kB [71, 80]  y 
que también presentan acción antioxidante y antinflamatoria. Lo anterior lleva a sugerir que 
los reactivos pueden tener actividad antioxidante que disminuye ROS, esto disminuye NF-
kB [104, 126, 127, 138, 139] y a su vez esta regula la expresión de ROS. Probablemente al 






Debido a que NF-kB se relaciona en múltiples reportes con la infección, no solo de rotavirus 
sino de otros virus [11, 128, 140], se ve como un posible candidato para tratamiento de 
infecciones virales, que se benefician del mecanismo descrito. Es así que después de 
comprobar el efecto de los inhibidores en la expresión de la proteína NF-kB y en la infección 
por rotavirus, para complementar su estudio, se buscó evaluar los fármacos en las 
vellosidades pre-tratando las células con los inhibidores y comparando con células 
infectadas y luego tratadas. Los resultados obtenidos muestran que no existen diferencias 
estadísticamente significativas en la expresión de la proteína pNF-kB (Figura 10B), ni en la 
reducción de antígenos virales (Figura 10A), al tratar antes o después de la infección con 
rotavirus, pero si existe diferencias estadísticamente significativas comparando los dos 
casos de tratamientos con el C.I. (Tabla 6, 9). Según los resultados se sugiere que la 
actividad de NF-kB es esencial para la infección exitosa del rotavirus a la célula. Ya que al 
interferir dicha actividad con los inhibidores antes, durante o después de la internalización 
del virus a la célula, altera el proceso infeccioso.  
Se conoce que con agonistas de PPARγ se modula la respuesta inflamatoria, interfiriendo 
con la translocación al núcleo de NF-kB, evitando la transcripción de factores necesarios 
en la infección y que han demostrado que reducen la infección con rotavirus [7, 8, 17, 18, 
120]. Por esto, se evaluó la expresión de dicha proteína en vellosidades infectadas y en 
vellosidades infectadas y tratadas con los inhibidores específicos de la proteína NF-kB 
curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato. Las técnicas de inmunofluorescencia y 
Western Blot (Figura 11A, C), usadas para este fin, mostraron que la proteína PPARγ 
aumentaba cuando las vellosidades eran infectadas con respecto a vellosidades sin 
infección ni tratamiento. En vellosidades que se infectaron y se agregaron los inhibidores 
específicos de NF-kB, se redujo la intensidad media de fluorescencia de la proteína (Figura 
7A), con porcentajes en los tres inhibidores, al menos con reducciones significativas al 
comparar con el C.I. (Tabla 10). Teniendo en cuenta que PPRy es un regulador negativo 
de NF-kB, en el citopasma y en el núcleo, los resultados obtenidos permiten sugerir que 
PPARγ es un mecanismo celular para controlar la sobreexpresión de NF-kB en la infección 
viral, por lo tanto, al inhibir NF-kB se disminuye PPARγ (Figura 11). Además sus valores 





[104, 138, 139], que conllevan según reportes a la inhibición de vías pro-inflamatorias y 
equilibrio redox, necesarias en estos procesos infecciosos [7, 8, 17, 120, 141].  
La proteína COX-2 interfiere con la infección por rotavirus y lo relacionan con la molécula 
NF-kB, por su regulación en la transcripción de este factor pro-inflamatorio [6, 7, 142, 143]. 
Por tal motivo, se evaluó la variación en la expresión de esta proteína en vellosidades 
aisladas, tratadas con los inhibidores específicos de la proteína NF-kB, mediante las 
técnicas de inmunofluorescencia y Western Blot (Figuras 12). Se encontró que la expresión 
de COX-2 aumenta en vellosidades infectadas y disminuye en las vellosidades tratadas con 
los inhibidores (Figuras 12A, C), con porcentajes estadísticamente significativos en la 
reducción de la proteína (Tabla 11). Estos resultados sugieren que el virus aumenta la 
expresión de COX-2 porque probablemente este factor sea necesario para la infección o 
aumente su expresión como respuesta de la célula a la infección rotaviral, asimismo los 
datos obtenidos  presenta similitud en lo descrito para la proteína NF-kB (Figura 10B) ya 
que con los fármacos inhibidores interfiere con su translocación al núcleo y de esta manera 
en la transcripción de COX-2 [121, 144, 145] 
Este trabajo sugiere que en la infección de rotavirus ECwt, el factor de transcripción NF-kB 
juega un papel muy importante, porque participa en la expresión de genes implicados en 
respuestas inflamatorias inmunes y de estrés oxidativo, lo que puede sugerir que en 
eventos posteriores de ensamblaje y replicación vírica podría beneficiarse de esta 












El rotavirus ECwt incrementa la expresión de la proteína NF-kB y de proteínas relacionadas 
con esta, tales como PPARγ y COX-2, además de los niveles de ROS en vellosidades 
aisladas de ratón ICR infectadas con el virus; asimismo el uso de inhibidores de NF-kB tales 
como curcumina, dietil-carbamato y dietil-maleato disminuyen la expresión de estas 
proteínas, como también los niveles de ROS y reduce la producción de antígenos virales. 
Esto sugiere que el virus, para completar su ciclo infeccioso en forma eficiente en el modelo 
in vitro con vellosidades de ratón ICR, necesita activar o tener activo el factor de 





1. Se requiere conocer si el virus interactúa directamente con las moléculas presentes 
en la vía NF-kB o con el gen. 
2. Es necesario hacer más estudios para profundizar en qué etapa del ciclo infeccioso 
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 ANEXO A. 
Vellosidades infectadas con rotavirus y tratadas con curcumina en diferentes 
concentraciones revelado con anticuerpos policlonales contra rotavirus en Ensayo de 










































 ANEXO B. 
Viabilidad de vellosidades aisladas determinada por el método de exclusión con Azul 
Tripan. Las vellosidades previamente aisladas fueron tratadas con Curcumina a 
concentraciones de 200, 250 y 300 µM por ~12 h.p.t. a 37ºC y posteriormente se adicionó 
el reactivo Azul Tripan en una dilución de 1:1 durante 1 minuto. Se usó como control 
negativo vellosidades sin ningún tratamiento y como control positivo vellosidades tratadas 

















 ANEXO C. 
Vellosidades infectadas con rotavirus y tratadas con dietil-carbamato en diferentes 
concentraciones revelado con con anticuerpos policlonales contra rotavirus en Ensayo de 





































 ANEXO D. 
Viabilidad de vellosidades aisladas determinada por el método de exclusión con Azul 
Tripan. Las vellosidades previamente aisladas fueron tratadas con dietil-carbamato a 
concentraciones de 200, 250 y 300 µM por ~12 h.p.t. a 37ºC y posteriormente se adicionó 
el reactivo Azul Tripan en una dilución de 1:1 durante 1 minuto. Se usó como control 
negativo vellosidades sin ningún tratamiento y como control positivo vellosidades tratadas 



















 ANEXO E. 
Vellosidades infectadas con rotavirus y tratadas con dietil-maleato en diferentes 
concentraciones revelado con anticuerpos policlonales contra rotavirus en Ensayo de 




































 ANEXO F. 
Viabilidad de vellosidades aisladas determinada por el método de exclusión con Azul 
Tripan. Las vellosidades previamente aisladas fueron tratadas con dietil-maleato a 
concentraciones de 200, 250 y 300 µM por ~12 h.p.t. a 37ºC y posteriormente se adicionó 
el reactivo Azul Tripan en una dilución de 1:1 durante 1 minuto. Se usó como control 
negativo vellosidades sin ningún tratamiento y como control positivo vellosidades tratadas 
con H2O2 a 0,1mM. 
 
